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RESUM: 
El present Projecte de Final de Grau té com a objectiu principal comparar el mètode estàndard de 
micropropagació in vitro en medi semi-sòlid amb agar, emprat per l’ empresa Agromillora Ibèria SL, amb 
el sistema de Reactors d’Immersió Temporal Automàtics (RITA
®
) en el portaempelt de Prunus amygdalus 
x Prunus persica GF-677 i en Vaccinium corymbosum cv. Biloxi durant un cicle de tres subcultius en fase 
de multiplicació de brots. 
En ambdós materials vegetals s’han assajat sis tractaments d’immersió temporal (IT) combinant dues 
variants: a) temps i freqüència d’immersió (simple, S, 30 minuts/dia repartits en 5 minuts cada 4h, ITS; 
doble, D, 60 minuts/dia repartits en 5 minuts cada 2h, ITD); i b) grau de manipulació de la tofa (sense, 1; 
baix, 2; i alt, 3). Els anteriors s’han comparat amb un control cultivat en medi semi-sòlid d’agar (A), del 
que en resulten set tractaments: A, ITS1, ITS2, ITS3, ITD1, ITD2 i ITD3. 
S’ha avaluat la taxa de creixement dels germoplasmes dels diversos tractaments durant l’assaig in vitro i, 
posteriorment,  la supervivència de les plantes del cv. Biloxi  al final del període d’aclimatització i la 
supervivència del portaempelt GF-677 als 57 dies després de l’aclimatització. 
Pel que fa al nabiu cv. Biloxi s’ha observat que la no manipulació de la tofa durant els tres subcultius en 
IT redueix fortament la taxa de creixement. D’altra banda, el tractament ITD3 millora la taxa de 
creixement (40) respecte a l’obtinguda en el medi semi-sòlid (18), però sense reducció del cost de 
manipulació i, en canvi,  ITS2 i ITD2 mostren taxes poc superiors al protocol estàndard però amb gran 
avantatge sobre aquest ja que disminueixen notòriament el cost de producció.  
Paral·lelament, en el peu híbrid GF-677 també s’aprecia que la no manipulació de la tofa durant els tres 
subcultius en IT fa minvar la taxa de multiplicació. En aquest cas, el tractament ITS3 promou una major 
taxa de creixement (118) però no abreuja el cost de manipulació, mentre que ITD2 redueix clarament el 
cost de producció a la vegada que mostra una taxa de creixement (68) superior a l’observada en medi 
semi-sòlid. 
Tot i que els percentatges d’aclimatització del cv. Biloxi han resultat baixos, ITS2 promou una major 
supervivència (53%) que el medi semi-sòlid (37%). La menor relació biomassa aèria/biomassa radicular 
de les plantes provinents del sistema IT suposa una millor qualitat dels plançons. 
Referent al portaempelt GF-677, únicament el percentatge de supervivència de ITD2 (96%) és superior al 
del protocol estàndard (90%). Per aquesta espècie, les plantes provinents del sistema IT tendeixen a 
mostrar una lleugera reducció del creixement total i, en alguns tractaments (ITD1 i ITD2), també es 
detecta una relació biomassa aèria/biomassa radicular més baixa. 
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RESUMEN: 
 
El presente Proyecto Fin de Grado tiene como objetivo principal comparar el método estándar de 
micropropagación in vitro en medio semi-sólido con agar empleado por la empresa Agromillora Iberia SL 
con el sistema de Reactores de Inmersión Temporal Automáticos (RITA ®) en el portainjerto de Prunus 
amygdalus x Prunus persica GF-677 y en Vaccinium corymbosum cv. Biloxi durante un ciclo de tres 
subcultivos en fase de multiplicación de brotes. 
En ambos materiales vegetales se han ensayado seis tratamientos de inmersión temporal (IT) 
combinando dos variantes: a) tiempo y frecuencia de inmersión (simple, S, 30 minutos/día repartidos en 
5 minutos cada 4h, ITS; doble, D, 60 minutos/día repartidos en 5 minutos cada 2h, ITD); i b) grado de 
manipulación del propágulo (sin, 1; bajo, 2; i alto, 3). Los anteriores se han comparado con un control 
cultivado en medio semi-sólido de agar (A), del cual resultan siete tratamientos: A, ITS1, ITS2, ITS3, 
ITD1, ITD2 i ITD3. 
Se ha evaluado la tasa de crecimiento de los germoplasmas de los diversos tratamientos durante el 
ensayo in vitro i, posteriormente, la supervivencia de las plantas del cv. Biloxi al final del periodo de 
aclimatización y la supervivencia del portainjerto GF-677 a los 57 días después de la aclimatización. 
En cuanto al arándano cv. Biloxi, se ha observado que la no manipulación de los propágulos durante los 
tres subcultivos en IT reduce fuertemente la tasa de crecimiento. Por otra parte, el tratamiento ITD3 
mejora la tasa de crecimiento (40) respecto al medio semi-sólido (18), pero sin reducción del coste de 
manipulación y, en cambio, ITS2 e ITD2 muestran tasas poco superiores al protocolo estándar pero con 
grandes ventajas sobre este ya que disminuyen notoriamente el coste de producción. 
Paralelamente, en el pie híbrido GF-677 también se aprecia que la no manipulación de los propágulos 
durante los tres subcultivos en inmersión temporal merma la tasa de multiplicación. En este caso, el 
tratamiento ITS3 promueve una mayor tasa de crecimiento (118) pero no disminuye el coste de 
manipulación, mientras que ITD2 reduce claramente el coste de producción a la vez que muestra una 
tasa de multiplicación (68) superior a la observada en el medio semi- sólido. 
Aunque los porcentajes de aclimatización del cv. Biloxi han resultado bajos, ITS2 promueve una mayor 
supervivencia (53%) que el medio semi-sólido (37%). La menor relación biomasa aérea/biomasa 
radicular de las plantas provenientes del sistema IT supone una mejor calidad de los plantones. 
Referente al portainjerto GF-677, únicamente el porcentaje de supervivencia de ITD2 (96%) es superior 
al protocolo estándar (90%). Para esta especie, las plantas provenientes del sistema IT tienden a mostrar 
una ligera reducción del crecimiento total y, en algunos tratamientos (ITD1 y ITD2), también se detecta 
una relación biomasa aérea/biomasa radicular más baja. 
 
Palabras clave: cultivo in vitro, medio semi-sólido, medio líquido, grado de manipulación del propágulo, 
tasa de crecimiento, supervivencia de la aclimatización. 
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ABSTRACT: 
This Final project mainly aims to compare the standard method of micropropagation in vitro in semi-solid 
medium with agar, used by the company Agromillora Iberia SL., with the system of temporary immersion 
Automatic Reactor (RITA ®) in the rootstock of Prunus persica x Prunus amygdalus GF-677 and 
Vaccinium corymbosum cv. Biloxi for a series of three subcultures in shoot multiplication phase. 
Six temporal immersion (TI) treatments have been tested for both species combining two variants: a) time 
and immersion frequency (simple, S, 30 minutes/day distributed in 5 minutes every 4h, STI; double, D, 60 
minutes/day organized in 5 minutes every 2h, DTI); i b) degree of clump manipulation (without, 1; low, 2; 
and high, 3). The previous ones have been compared with an agarized semi-solid medium control (A). 
The resulting seven treatments studied are: A, STI1, STI2, STI3, DTI1, DTI2 and DTI3. 
The growth rate of the germplasm treatments has been evaluated during the in vitro essay, and later, the 
survival of the cv. Biloxi at the end of the acclimatization period and the survival of  GF-677 rootstock 57 
days after acclimatization. 
As for the blueberry cv. Biloxi, it has been observed that the non-manipulation of the clump during the 
three subcultures in TI reduces the growth rate. Moreover, DTI3 treatment improves the growth rate (40) 
with respect to the one obtained in the semi-solid medium (18), but without reducing the handling cost 
and, instead, STI2 and DTI2 show are slightly higher rates than the standard protocol but with great 
advantage over this one since they notably decrease the cost of production. 
Similarly, it is detected that the non-manipulation of the clump of the hybrid GF-677 rootstock during the 
three subcultures in TI decreases the multiplication rate. In this case, STI3 treatment promotes a higher 
growth rate (118) but it does not reduce the handling cost, while DTI2 clearly reduces the cost of 
production while showing a higher growth rate (68) than the one observed in the semi-solid medium. 
Although the cv. Biloxi acclimatization percentages have been low, STI2 promotes a higher survival 
(53%) than the semi-solid medium (37%). The lowest aerial biomass/root biomass ratio of plants from the 
TI system involves better plant quality. 
Regarding the GF-677 rootstock, only DTI2 survival rate (96%) is higher than the standard protocol 
(90%). For this species, plants from the TI system tend to show a slight reduction in the total growth and, 
a lower aerial biomass/root biomass ratio is also detected in some treatments (DTI1 and DTI2). 
 
Keywords: in vitro culture, semi-solid medium, liquid medium, shoots clump division, growth rate, 
acclimatization capability. 
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1 INTRODUCCIÓ  
 
1.1 JUSTIFICACIÓ 
 
La fructicultura actual està immersa en un procés de constant tecnificació per poder 
adequar-se a les exigències del mercat i a la vegada, ser rendible i competitiva. La 
sanitat i l’autenticitat genètica del material vegetal esdevé un element prioritari. El 
sector viverístic va donar un pas molt important quan als inicis dels anys vuitanta va 
implantar de forma massiva la tècnica de cultiu de teixits en medi sòlid en laboratoris 
de multiplicació in vitro.  
Un medi de cultiu adequat és vital per tal de garantir l’èxit del sistema. En els sistemes 
de micropropagació tradicional els medis de cultiu contenen agar, que els permet 
presentar característiques de medi semi-sòlid, i poder sembrar o implantar els explants 
o els propàguls en la seva superfície. 
Després de trenta anys d’utilització, sense canvis substancials, es comença a detectar 
la necessitat de millorar alguns dels aspectes d’aquest sistema de producció clonal.  
Darrerament, s’ha observat que la utilització de medis líquids millora notablement la 
taxa de difusió dels components del medi però augmenta fortament el risc de 
vitrificació del material en cultiu. Els bioreactors d’immersió temporal (BIT) s’han 
desenvolupat per tal de potenciar els avantatges dels medis líquids i evitar la 
hiperhidricitat o vitrificació dels teixits en fer que el contacte líquid-propàgul sigui 
només temporal, amb freqüències i durades d’immersió adaptables als requeriments 
dels diferents germoplasmes. 
Es tracta d’un innovador mètode que permet incrementar considerablement el 
coeficient de multiplicació i, a la vegada, disminuir els costos de producció en 
comparació  amb el mètode in vitro convencional. 
En aquest context, el present Treball final de grau estudia els efectes de la utilització 
de Bioreactors d’Immersió Temporal en la fase de multiplicació del peu híbrid de 
presseguer x ametller  GF-677  i de Vaccinium corymbosum L. cv. Biloxi i els compara 
amb els resultats obtinguts amb el sistema tradicional de cultiu en medi agaritzat. 
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1.2 GENERALITATS DE LA MICROPROPAGACIÓ 
 
La micropropagació és un mètode de multiplicació vegetal en el què s’utilitzen 
tècniques de cultiu in vitro. Per portar a terme aquest procés, es selecciona un explant 
procedent de la planta mare, es desinfecta i es sembra en un recipient estèril que 
conté el medi de cultiu adequat i es trasllada a una cambra d’incubació amb regulació 
climàtica, principalment tèrmica, lumínica i de fotoperíode. 
 Aquestes condicions nutricionals i climàtiques permeten que les cèl·lules puguin 
manifestar la seva totipotencialitat. Aquest concepte fa referència a la capacitat de 
regenerar una planta completa a partir d’una part de planta mare, conservant totes les 
seves característiques genètiques (Raven et al., 2005). 
La micropropagació és un sistema de clonació ràpid que comporta un important estalvi 
de temps i d’espai. És realitza en laboratoris, en càmeres de cultiu amb condicions 
d’asèpsia controlada per tal d’evitar malalties i la contaminació del material vegetal. 
Consta de quatre fases clarament diferenciades (Martinez i Cañameras, 1988). 
Fase 0 – Preparació de la planta mare 
L’èxit en la introducció del material vegetal in vitro està molt relacionat amb les 
característiques de la planta mare, de la qual se n’obtenen els explants. 
L’estat fisiològic de la planta mare i, per tant, de l’explant dependrà del nivell 
nutricional, tractament lumínic, grau de desenvolupament, tractaments hormonals i 
d’altres tractaments rebuts, fotoperíode, poda, reg, època de l’any, etc. És evident que 
aquests condicionants poden ser optimitzats en relació a l’objectiu primordial: 
assegurar la viabilitat i el desenvolupament de l’explant in vitro. (Read i Fellman, 1985) 
Per altre banda, l’estat sanitari de la planta mare serà el factor bàsic de l’èxit en 
l’obtenció d’un cultiu asèptic. Denbergh i Maene (1981, 1985) postularen que les 
plantes mare,  abans de ser utilitzades com a font d’explants, s’han de mantenir durant 
un període més o menys llarg de temps, de setmanes a mesos, en un hivernacle  de 
preparació.  
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En aquest hivernacle caldrà establir adequades condicions higièniques, reg per 
degoteig sense mullar la planta, nutrició, irradiància i fotoperíode controlats; en els 
casos que sigui necessari, s’hi realitzaran podes i tractaments hormonals o químics 
que millorin el posterior comportament in vitro. Tots aquests tractaments possibilitaran 
obtenir explants amb millor i més homogènia resposta a l’estadi I. 
 
Fase I – Establiment del cultiu asèptic i viable 
Escollida la planta mare, caldrà extreure’n  els fragments a partir dels quals obtindrem 
els explants. La superfície dels vegetals conté molts organismes, principalment 
microscòpics (fongs, bacteris, insectes, etc.) que cal  eliminar abans d’extreure 
l’explant i posar-lo en cultiu. Això fa necessària la desinfecció o l’esterilització 
superficial del material vegetal. Aquesta s’aconsegueix mitjançant tractaments amb 
diferents solucions desinfectants. 
Ultra eliminar els microorganismes, els tractaments poden lesionar els teixits de la 
planta. L’objectiu de la desinfecció és seleccionar una metodologia que elimini els 
contaminants externs, però que no lesioni el material vegetal. Caldrà, doncs, fer un 
ajust entre tipus i temps d’actuació i eficàcia del tractament. 
Desinfectat el material, es procedeix a l’eliminació de la solució desinfectant, 
mitjançant rentats amb aigua estèril. Aquesta operació s’ha de dur a terme 
obligatòriament en condicions d’asèpsia, que s’obtenen generalment en cabines de 
flux laminar.  Posteriorment, i ara ja sempre en condicions d’asèpsia, s’extreu l’explant 
del material prèviament desinfectat.  Quan es tracta de l’obtenció de meristems, i 
considerant que aquest òrgan es sa, es pot suprimir la desinfecció prèvia del brot.  
El tipus d’explant es variat; els més freqüents son les gemmes apicals o axil·lars, els 
àpexs caulinars o els meristems amb diversos primordis foliars, i no tant sovint d’altres 
òrgans: fragments de fulla, ovaris o òvuls, puntes d’estoló, fragments de tija, escames, 
etc.  
Els programes de multiplicació utilitzen principalment, com explants, gemes o altres 
estructures de dimensió macroscòpica, mentre que els meristems i derivats son el 
material adient quan s’inicia un programa de sanejament i posterior multiplicació.  
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L’explant se sembra en un medi d’iniciació, la formula del qual és molt variable, segons 
el cultiu, el tipus d’explant i el laboratori. En molts casos, la composició del medi es poc 
limitadora, i freqüentment només contenen sals minerals, sacarosa i agar (Fossard, 
1985). Si els medis senzills no resulten adequats, llavors cal modificar-ne la 
composició introduint-hi hormones, vitamines, aminoàcids, etc. i/o modificar-ne la 
composició mineral.  
En aquesta fase, els explants se sembren un a un en tubs d’assaig, per poder 
controlar la sanitat i la viabilitat de cadascun.  
La fase I té una duració molt variable, i acaba quan el material ha iniciat el creixement, 
i s’ha mostrat aparentment exempt d’infeccions. 
 
Fase II – Multiplicació de brots 
Aquesta fase pretén que el material provinent de la fase I es desenvolupi, originant 
brots de procedència axil·lar o adventícia. Els medis de multiplicació estan enriquits en 
citoquinines, que trenquen la dominància apical i indueixen la formació de gemes 
axil·lars, o bé promouen la neoformació de gemes sobre diferents teixits. L’equilibri 
hormonal es decisiu en aquesta fase. Per efecte del medi, cada propàgul origina un 
nombre determinat de brots.  
El propàgul inicial, al cap d’un temps s’haurà convertit en un conjunt de brots (tofa), o 
bé en un brot amb  diferents entrenusos. Es evident que, periòdicament, caldrà 
separar els nous brots i/o els nous nusos, i ressembrar-los en un medi nou, per 
continuar la multiplicació. Això s’aconsegueix en dues operacions (divisió i ressembra) 
que es realitzen en càmera de flux laminar i s’anomenen subcultius. El nombre de 
subcultius necessaris dependrà de la taxa de multiplicació (nombre de brots viables 
obtingut/propàgul i subcultiu) i de la dimensió de l’estoc desitjat. 
Els subcultius tenen una durada variable, freqüentment entre 3 i 6 semanes. Les taxes 
també varien: son desitjables entre 3 i 5. 
Aquesta fase es realitza en recipients de vidre o plàstic que contenen diferents 
propàguls, de 5 a 40, segons el cultiu, el mètode i el recipient. 
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Fase III – Preparació del cultiu per tolerar les condicions de in vitro 
Clàssicament, aquesta fase implica l’arrelament in vitro dels microbrots provinents de 
la fase II, i l’enduriment d’aquestes plantes per tal que siguin capaces de resistir les 
condicions de in vivo, i puguin manifestar la seva capacitat fotosintètica (Druart et al., 
1982; Mullins, 1985). Actualment l’arrelament in vitro només es realitza, o s’hauria de 
realitzar, per aquells brots que tenen dificultats per  arrelar directament in vivo. 
Cal remarcar que l’arrelament comprèn tres estadis consecutius: inducció, iniciació i 
allargament radiculars. En el cas de fer el tractament rizogènic in vitro, es pot acabar al 
final de qualsevol d’aquests estadis. Per a la inducció, tant in vitro  com in vivo, hi ha 
un requeriment auxínic. De fet, els medis d’arrelament in vitro contenen una o més 
auxines, i normalment estan exempts de citoquinines; i moltes vegades tenen un 
contingut més baix de components minerals que no pas els medis de multiplicació. 
La rizogènesis in vitro cal fer-la, sigui quin sigui l’estadi en què s’acabi, amb microbrots 
individualitzats. La qual cosa implica la divisió de la tofa, o massa de microbrots, 
producte de la fase II. Maene i Debergh (1985) han proposat una fase III que pretén 
capacitar els brots per a una millor preparació a les condicions ex vitro. Aquests autors 
proposen una fase IIIa (allargament), on s’afegeix un medi líquid, sobre el medi sòlid 
de multiplicació que conté una dosi molt baixa de citoquinina i un nivell alt de sacarosa. 
 Els recipients de cultiu s’incuben a baixa llum (500-1000 lux). En aquestes condicions 
es produeix l’allargament dels entrenusos dels brots. Posteriorment,s’hi dóna un 
tractament lumínic d’alta intensitat (3000-10000 lux), acompanyat normalment d’un 
refredament de la base dels recipients de cultiu. Sota aquests condicionants, 
disminueix la humitat relativa de l’atmosfera del recipient, per condensació sobre el 
medi fred; tot això activa el moviment estomàtic, estimula la formació de ceres 
epidèrmiques i té un efecte positiu sobre l’activitat fotosintètica.  
Aquests pretractaments i d’altres (Short et al. 1987) milloraran l’adaptació a les 
condicions ex vitro. El mètode descrit s’ha mostrat molt eficaç per a microesqueixos, 
que arrelen fàcilment in vivo. 
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Fase IV – Aclimatització 
Aquesta fase consisteix en la transferència del material provinent de la fase III a 
condicions de ex vitro. El material podrà ser: microesqueixos arrelats, microesqueixos 
induïts o iniciats a rizogènesi, o bé microbrots sense tractament d’arrelament (pauta 
Maene i Debergh). L’objectiu principal és aconseguir una elevada supervivència, 
l’adquisició de resistència a les condicions ambientals ex vitro i la recuperació de totes 
les activitats fisiològiques (aclimatizació). 
Quan el material no ha sofert tractament rizogènic, caldrà fer-lo en els microesqueixos, 
conjuntament amb els trasplantaments, mitjançant les tècniques tradicionals 
d’arrelament d’esqueixos, adequant-hi les dosis hormonals. 
L’aclimatització és, en molts casos, el problema més important del cultiu in vitro. Amb 
freqüència, la supervivència és molt baixa, i s’hi originen unes pèrdues econòmiques 
molt elevades i el consegüent encariment del material aclimatat. 
L’èxit en l’aclimatització depèn del condicionament previ en la fase III i del control de 
les condicions ambientals durant l’aclimatització (Maene i Debergh, 1985). Com a 
substrat, cal utilitzar materials estèrils que presentin una alta aeració, i al mateix 
temps, una bona disponibilitat hídrica ( barreges de turba amb perlita, vermiculita, etc.). 
La calefacció del substrat és beneficiosa en molts casos. Inicialment, la humitat relativa 
de l’atmosfera ha de ser molt elevada, i la intensitat lumínica, relativament baixa. 
Progressivament, caldrà disminuir-hi gradualment la humitat relativa i augmentar-hi la 
irradiància. 
Aquestes condicions es poden aconseguir  fàcilment, en hivernacles de multiplicació, 
amb les tècniques modernes de control ambiental. Un cop aconseguida 
l’aclimatització, les plantes podran ser introduïdes al mercat. 
 
 
 
 
 
 21 
 
Els bioreactors d’immersió temporal com a millora de les tècniques clàssiques de micropropagació del peu hibrid GF-677 
(Prunus amygdalus x Prunus persica) i del nabiu (Vaccinium corymbosum L.) cv. Biloxi  
 
INTRODUCCIÓ 
 
1.3 LIMITACIONS DE LA MICROPROPAGACIÓ 
 
Tot i els avantatges de les tècniques convencionals de propagació de material vegetal 
clonal, el cost de la tecnologia de la producció és elevat. Les tècniques de producció 
actuals requereixen un gran nombre de petits contenidors, un medi semi-sòlid i unes 
condicions d’extrema asèpsia en les tasques manuals durant la divisió dels propàguls 
en la fase de multiplicació. 
El procés de micropropagació implica una renovació periòdica del medi de cultiu. Cada 
2-6 setmanes, segons l’espècie i varietat, s’ha de fer un subcultiu, que consisteix en 
traspassar el material vegetal d’un recipient que ja ha esgotat els nutrients del medi i 
l’espai de proliferació i creixement dels propàguls a un altre contenidor que conté medi 
nou  amb nutrients i espai per seguir el seu desenvolupament. (Maene and Debergh, 
1985). 
L’agar, un dels principals components del medi sòlid, no és un producte inert,  i amb el 
pas del temps es deteriora. A més a més la seva automatització en la preparació del 
medi és complicada (Etienne and Berthouly, 2002). 
El treball de mà d’obra especialitzada en  el procés de micropropagació representa un 
40-60% del cost total de producció. Les tasques manuals de divisió i plantació de 
propàguls en les cambres de flux laminar són la despesa principal en aquest procés 
(Chu, 1995), però les tasques de neteja dels recipients ja usats i  d’emplenat amb  
medi nou, i la gestió d’una quantitat tan elevada de recipients són també costos 
importants a tenir en compte (Maene and Debergh, 1985). Els costos també es poden 
incrementar degut a les baixes del material vegetal en condicions de in vitro o durant el 
període d’arrelament en l’hivernacle d’aclimatació “ex vitro” (Reuther, 1985). 
Addicionalment a la mà d’obra en relació a la inclusió de l’agar en els medis de cultiu in 
vitro, cal tenir en compte que l’agar suposa un input econòmic molt important per les 
empreses que s’hi dediquen, degut a l’elevat cost d’aquest producte.  
Degut a totes aquestes limitacions, actualment la micropropagació d’algunes espècies 
amb finalitat comercial no és rendible.  Únicament podria ser factible amb la reducció 
de mà d’obra per mecanització d’alguns dels processos de producció, la introducció de 
noves tecnologies i una millora dels protocols d’aclimatització (Kitto, 1997). 
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Per tant, les noves tecnologies que puguin proporcionar una millora en l’eficàcia i el 
rendiment del sistemes actuals de micropropagació per tal de reduir els costos, 
permetrien ser competitius i l’accés dels productors a aquest tipus de plantes. 
 
1.4 SISTEMA DE MICROPROPAGACIÓ EN MEDI LÍQUID 
 
A la bibliografia es troben nombrosos treballs que descriuen la propagació d’algunes 
especies en medi líquid i mostren menys dificultats de manipulació que el mètode 
tradicional de micropropagació en medi semi-sòlid (Debnath et al., 2011).  
El cultiu en medi líquid es pot dividir en dos sistemes clarament diferenciats. El primer 
és el sistema d’immersió continua dels explants en el medi líquid. En aquest sistema 
els explants estan constantment en contacte amb el medi líquid, la qual cosa comporta 
un increment en l’assimilació de nutrients (Etienne i Berthouly, 2002). No obstant, el 
contacte constant amb el medi pot causar hiperhidricitat/vitrificació.  
El segon sistema de cultiu en medi líquid és el sistema d’immersió temporal (SIT). Es 
tracta d’un cultiu semiautomàtic en el que els explants es submergeixen temporalment 
en el medi líquid, en lloc d’estar en constant contacte amb el medi. 
Els primers bioreactors que es van desenvolupar per medi líquid estaven dissenyats 
per al cultiu de bactèries i no reunien les condicions idònies per a la micropropagació 
de material vegetal (Teisson et al., 1999). Diversos problemes que es poden presentar 
en aquest sistema d’immersió continua són l’asfixia dels teixits, la hiperhidricitat, els 
danys mecànics que poden afectar els explants, la formació de bombolles i escuma en 
el medi de cultiu, i la necessitat d’equipaments complexos. 
Per solucionar aquests problemes, s’han cercat recursos complementaris que 
permetessin mantenir el material vegetal en superfície tals com blocs de cel·lulosa, 
esponges, superfícies flotants sobre el medi de cultiu, etc. Els problemes que 
presenten els medis líquids poden ser resolts mitjançant mètodes alternatius com els 
bioreactors (Damiano et al, 2003). El seu principi bàsic és la immersió de forma 
periòdica dels explants en el medi de cultiu per aconseguir un bon intercanvi gasós 
dins dels recipients.  Davant la poca efectivitat d’aquestes alternatives, es va optar per 
desenvolupar un sistema d’immersió temporal, que possibilités un contacte temporal 
entre el material vegetal i el medi líquid, enlloc del  contacte permanent que es 
produeix en immersió continua.  
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1.4.1 SISTEMA D’IMMERSIÓ TEMPORAL (SIT)  
 
Harris and Mason (1983) van descriure un tipus de reactor dissenyat per aconseguir la 
immersió temporal per tal de combinar l’aeració i els efectes positius del cultiu en medi 
líquid, basant-se en Steward et al. (1952), que havent observat que explants de 
pastanaga (Daucus carota L.) no creixien quan estaven submergits en un medi líquid, 
probablement per la manca d’oxigen,  van dissenyar un aparell conegut amb el nom de 
“auxophyton”, que es pot considerar el precedent dels actuals sistemes d’immersió 
temporal i que convertia els contenidors de cultiu en una roda que permetia exposar 
els explants/propàguls a l’aire i al medi líquid alternament.  Als 20 dies de cultiu, van 
observar que els explants de pastanaga sotmesos a immersió temporal pesaven 2,6 
vegades més que els cultivats en un medi agaritzat.  
A partir d’aquí es van anar creant diferents tipus de reactors d’immersió temporal 
semiautomàtics:  
- Automated Plant Culture System (APCS): sistema d’immersió completa del 
material vegetal i amb renovació del medi de cultiu (Tisserat and Vandercook, 
1985). 
 
- Sistemes d’immersió parcial amb renovació dels nutrients del medi líquid. 
(Aitken-Christie and Davies, 1988) i (Simonton et al., 1991). 
 
- Sistemes d’immersió completa del material vegetal amb conducció del medi de 
cultiu mitjançant un sistema pneumàtic, però sense renovació: 1) RITA® reactor 
d’immersió temporal automàtic (Alvard et al., 1993) (Figura 1); 2) BIT® sistema 
de recipients bessons (Escalona et al., 1999). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1: Sistema d’immersió temporal automàtic RITA® 
 24 
 
Els bioreactors d’immersió temporal com a millora de les tècniques clàssiques de micropropagació del peu hibrid GF-677 
(Prunus amygdalus x Prunus persica) i del nabiu (Vaccinium corymbosum L.) cv. Biloxi  
 
INTRODUCCIÓ 
 
El sistema d’immersió temporal (SIT) aporta un major contacte entre la biomassa 
vegetal i el medi, la inexistència de restriccions en l’intercanvi gasós i la possibilitat de 
controlar la composició del medi i la de l’atmosfera dins del bioreactor (Ziv, 1995).  
Aquestes característiques poden aportar un augment en les taxes de multiplicació i 
una millora del desenvolupament dels propàguls. Per al funcionament efectiu d’un SIT 
cal que existeixin unes condicions de cultiu òptimes, a més de factors ambientals com 
la intensitat lumínica i la temperatura. És també important considerar l’aeració, la 
freqüència i el temps d’immersió, la densitat de cultiu, el volum de medi i del reactor, i 
la composició del medi i la durada del cultiu. Aquests factors s’han de determinar per a 
cada espècie i etapa de desenvolupament (Ackermann et al., 2003). 
Les bones expectatives del sistema d’immersió temporal han portat a molts 
investigadors a estudiar la viabilitat i idoneïtat d’aquesta tecnologia per al cultiu in vitro 
vegetal aplicat a la micropropagació de diferents espècies vegetals o a altres finalitats. 
A continuació (Taula 1) s’anomenen algunes de les principals espècies en que s’han 
aplicat amb èxit els Sistemes d’Immersió Temporal (Watt, 2012): 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Taula 1: Principals espècies objecte d’estudi en sistema d’immersió temporal. Font: Watt, 2012 
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Pel que fa a l’aplicació de la immersió temporal en nabiu s’han trobat algunes 
referències bibliogràfiques, essent totes elles força recents. Arencibia et al. (2013) 
comparen el sistema RITA d’immersió temporal amb la micropropagació en medi semi-
sòlid d’agar en la multiplicació in vitro de tres cultivars de nabiu, essent un d’ells el cv. 
Biloxi. Els resultats indiquen que la taxa de multiplicació assolida en immersió temporal 
és superior a la de l’agar i també observen superioritat d’aquest tractament en 
l’adaptabilitat i el creixement en la fase d’aclimatització.  
Anteriorment, Ross i Castillo (2009) van comparar un bioreactor d’immersió temporal 
sistema RITA® amb un bioreactor d’immersió permanent en la micropropagació de 
dues varietats diferents de nabiu, establint com a testimoni el cultiu en medi semi-sòlid 
d’agar. Els autors van observar una major taxa de multiplicació amb l’immersió 
permanent, però no varen trobar diferències entre la immersió temporal i el medi semi-
sòlid, on es detectaren taxes molt inferiors.  Els microbrots obtinguts van mostrar un 
elevat arrelament  i una bona aclimatització.  
Addicionalment s’han trobat altres treballs sobre la immersió temporal en la 
micropropagació d’altres espècies de Vaccinium, tals com V. angustifolium (Debnath, 
2009) així com una revisió de l’immersió temporal en 5 espècies de Vaccinium, 
incloent  V. corymbosum, i altres espècies de fruits petits (Debnath, 2010), La 
bibliografia sobre micropropagació de Vaccinium en medi semi-sòlid d’agar i posterior 
aclimatització. És més extensa, destacant-se els treballs de Isutsa i Pritts (1994), Noé 
et al. (1998), Fira et al. (2008) i Vescan et al. (2012). 
Contràriament, la recerca bibliogràfica sobre l’aplicació de la immersió temporal en el 
portaempelt GF-677 ha resultat infructuosa, s’han trobat alguns articles sobre la seva 
multiplicació en medi d’agar i posterior aclimatació (Dimassi-Theriou i Economou, 
1993; Dimassi-Theriou, 1995; Aghaye i Yadollahi, 2012) i l’efecte de l’infecció amb 
Agrobacterium rhizogenes en l’arrelament de microbrots de GF-677 (Damiano i 
Monticelli, 1998).  
Complementàriament, s’han trobat algunes referències bibliogràfiques relatives a la 
micropropagació de presseguer en medi líquid i medi semi-sòlid d’agar (Mahmood et 
al., 2008),  a la multiplicació i aclimatització de diversos cultivars de presseguer 
cultivats en agar  (Hammerschlag et al., 1987), i a la immersió temporal en diverses 
espècies de Prunus (Damiano et al., 2005a; Damiano et al., 2005b) . 
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1.4.2 SISTEMA DE REACTORS D’ IMMERSIÓ TEMPORAL AUTOMÀTICS (RITA®)  
 
El Reactor d’Immersió Temporal Automàtic (RITA®) és un sistema de micropropagació 
de plantes en medi líquid desenvolupat i patentat l’any 1993 per Alvard et al., CIRAD, 
França. L’empresa encarregada de la seva comercialització i distribució arreu del món 
és Vitropic (Figura 2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
DESCRIPCIÓ D’UN RITA® 
 
El nou bioreactor (R01B) és un recipient cilíndric, fet de polisulfona autoclavable, amb 
un diàmetre interior de 130 mm, una altura de 150 mm, un pes total de 350 g i un 
volum total de 1 L (Taula 2).  Està equipat amb dos filtres (R10) i un tamís (R0702) que 
es descriuran posteriorment. 
 
 
  
 
 
 
 
Taula 2: Descripció general del  bioreactor d’immersió temporal RITA
®
. Font Vitropic 
Figura 2: Bioreactors RITA® utilitzats en l’assaig experimental 
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La totalitat dels components del sistema es poden veure a la taula 3: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
El  recipient cilíndric (R02) està cobert per una tapa (R03) d’un diàmetre de 130 mm i 
una altura de 20 mm feta del mateix material. A la juntura, porta una goma ( R13) de 3 
mm d’alçada i 110 mm de diàmetre per garantir un tancament totalment hermètic. 
Té dues entrades a la part superior; una situada al centre, als 65 mm del perímetre, i 
una altra just a la meitat del radi de la tapa, a 32,5 mm del seu perímetre, a cadascuna 
de les quals s’hi connecta un tub de silicona (R16) de 4 cm d’alçada que està unit a un 
filtre hidròfob de politetrafluoroetilè de 0.22 µm  (R10) de 50 mm de diàmetre i 50 mm 
d’alçada. 
Taula 3: Descripció dels components d’un bioreactor d’immersió temporal RITA
®
. Font Vitropic 
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El filtre (R10) de l’orifici central de la coberta (R03), està connectat a un sistema 
d’entrada d’aire mitjançant d’un tub (R21A) de 1 m de longitud i 0.4 Kg de pes, amb 
connexions per a 20 RITA®s controlades per electrovàlvules. Aquest tub (R21) està 
connectat a un compressor d’aire de 220 V que s’acciona a través d’un programador 
de reg automàtic i que controla la freqüència i la durada de les immersions mitjançant 
l’obertura o tancament automatitzat de les electrovàlvules (Taula 4). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La funció del filtre (R10) de l’orifici situat a 32,5 mm del perímetre de la coberta (R03)  
consisteix en esterilitzar l’aire d’entrada al recipient, de tal manera que cada recipient 
es pugui manipular sense risc de contaminació.   
L’interior del recipient (R02) consta de dos compartiments clarament diferenciats. Una 
part superior que conté el material vegetal, i una inferior on s’hi troba el medi de cultiu.  
La part que està en contacte amb el material vegetal està formada per un conjunt de 
cinc peces (R04, R05, R06, R14, R15 i R0702), que es poden separar lliurement del 
recipient (R02) . La peça (R04) és un tub buit de 80 mm d’alçada i 22 mm de diàmetre 
exterior.  
Quan la part superior queda en contacte amb la tapa (R03), tanca hermèticament 
mitjançant la goma de juntura (R14) del tub central (R04) i crea un conducte d’aire 
continu des de la bomba, passant pel tub (R21A), el filtre central (R10), el tub de 
silicona (R16) i la tapa (R03) fins al tub central (R04).  La part inferior del tub (R04) és 
una rosca on es fixen les peces (R0702, R15, R05 i R06). 
Taula 4: Elements emprats en l’automatització del sistema RITA® 
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La peça (R05) és un recipient de forma cilíndrica (panera) de 30 mm d’altura i 105 mm 
de diàmetre amb petits orificis a la base, que permeten el flux del medi de cultiu, i un 
orifici central de 19 mm de diàmetre, que juntament amb una anella de plàstic (R15) de 
2 mm d’altura i 19 mm de diàmetre i un tamís (R0702) d’escuma de poliuretà, de 10 
mm d’altura i 90 mm de diàmetre, que és la superfície sobre la qual es col·loquen els 
explants/propàguls, s’uneix amb la peça (R06) mitjançant la rosca del tub central 
(R04). 
La peça (R06) és un recipient invertit de 60 mm d’altura i 80 mm de diàmetre, que un 
cop situat dins el receptacle (R02) no arriba a tocar el fons, però posa en contacte 
l’aire generat pel compressor amb el medi de cultiu. 
 
FUNCIONAMENT D’UN RITA® 
 
L’interior del recipient (R02) consta de dos compartiments clarament diferenciats. Una 
part superior que conté el material vegetal, i una inferior on s’hi troba el medi de cultiu. 
La sobrepressió que s’aplica al compartiment inferior, produïda per l’aire esterilitzat pel 
filtre (R10) que genera el compressor, empeny el medi nutritiu cap a la part superior, 
de tal manera que les plantes queden immerses mentre dura aquesta sobrepressió.   
Durant el període d’immersió l’aire forma bombolles en el medi, agitant lleugerament el 
material vegetal i renovant l’espai atmosfèric interior de la part superior del recipient. A 
través de l’orifici de la tapa (R03), connectat al tub de silicona (R16) i al filtre (R10), es 
deixa sortir la sobrepressió sobrant per evitar danys en el recipient. 
Un cop el compressor deixa de bombejar aire, les pressions del recipient (R02) 
s’igualen i per la força de la gravetat, el medi torna al seu estat original.  Els explants o 
els propàguls inicials retenen un petit film de medi de cultiu per capil·laritat, que evita la 
seva deshidratació (Figura 3). 
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Figura 3: Funcionament d’un RITA®: 1. Fase estàtica, 2. Emplenat de medi,  
3. Immersió en el medi i aeració, 4. Buidat del medi. Font Vitropic 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2 OBJECTIUS 
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2 OBJECTIUS 
 
El present Projecte de Final de Grau té com a objectiu principal comparar el mètode 
estàndard de micropropagació in vitro en medi sòlid emprat per l’ empresa Agromillora 
Iberia, SL amb el sistema de Reactors d’Immersió Temporal Automàtics (RITA®) en el 
portaempelt de Prunus amygdalus x Prunus persica GF-677 i en Vaccinium 
corymbosum cv. Biloxi durant un cicle de tres subcultius. 
Aquest objectiu general es pot desglossar en els següents objectius específics: 
 
- Instal·lar i adaptar el sistema de Reactors d’Immersió Temporal Automàtics 
(RITA®) en la infraestructura del laboratori de multiplicació vegetal de l’empresa 
Agromillora Iberia SL.  
 
- Determinar les condicions més adequades de freqüència d’ immersió i grau de 
manipulació del material vegetal pel portaempelt de Prunus GF-677 i en el nabiu 
cv. Biloxi. Per a cada material vegetal s’ha establert sis tractaments d’immersió 
temporal (IT) combinant dues variants: a) temps i freqüència d’immersió (simple, 
S, 30 minuts/dia repartits en 5 minuts cada 4h, ITS; doble, D, 60 minuts/dia 
repartits en 5 minuts cada 2h, ITD); i b) grau de manipulació de la tofa (sense, 1; 
baix, 2; i alt, 3). Els anteriors s’han comparat amb un control cultivat en medi 
semi-sòlid d’agar (A), del que en resulten set tractaments: A, ITS1, ITS2, ITS3, 
ITD1, ITD2 i ITD3. 
 
- Identificar les millores i avantatges respecte al mètode estàndard de 
micropropagació in vitro en medi sòlid emprat per l’ empresa Agromillora Iberia. 
 
- Avaluar els efectes del sistema de cultiu in vitro en l’aclimatització mitjançant la 
determinació de paràmetres ponderals (pes fresc i sec i contingut hídric) i 
mètrics, de les plantes resultants. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3 MATERIAL I MÈTODES 
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3 MATERIAL I MÈTODES 
 
3.1 MATERIAL VEGETAL 
 
Per tal de realitzar aquest projecte s’han escollit dues espècies vegetals diferents, que 
són d’ interès per a l’empresa col·laboradora Agromillora Ibèria, SL: el portaemplet per 
espècies de Prunus GF-677 (Prunus amygdalus x Prunus persica) i el nabiu cv. Biloxi 
(Vaccinium corymbosum L.). 
 
3.1.1 Vaccinium corymbosum L. cv. Biloxi 
 
L’elecció de Vaccinium corymbosum L. cv. Biloxi ha vingut determinada per l’interès de 
l’empresa Agromillora en aquest germoplasma ja que es tracta d’un producte 
comercial important per l’empresa. Paral·lelament, el comportament i el maneig 
d’aquest material vegetal en multiplicació in vitro en medi semi-sòlid és força diferent al 
del portaempelt GF-677, que també s’estudia en aquest TFC. Aquestes diferències 
permetran evidenciar si també es comporten de forma distinta en un sistema 
d’immersió temporal.  
Aquesta varietat de nabiu va ser descoberta l’any 1998 a l’estació USDA, Poplarville, 
Mississippí. Té un port arbustiu bastant vigorós i fruits de mida mitjana. Requereix 
unes 400 hores de fred i pol·linitzadors per aconseguir una bona producció.   
Per a l’elaboració d’ aquest projecte, s’ha emprat una línia de Biloxi en 
frigoconservació del laboratori d’Agromillora (Figura 4). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4: Material vegetal de Biloxi en fase de multiplicació en cultiu tradicional en medi semi-sòlid, a l’esquerra, i en 
sistema d’immersió temporal RITA
®
, a la dreta 
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3.1.2 GF-677 (Prunus amygdalus x Prunus persica) 
 
S’ha considerat de gran interès l’ús del portaempelt GF-677 perquè és el material més 
important de la producció de l’empresa i perquè, en comparació amb les espècies 
tropicals,  encara hi ha molt desconeixement i poques publicacions científiques 
relatives a la immersió temporal en Prunus i encara menys  pel que fa a la seva 
aplicació en el portampelt GF-677. 
El portaempelt GF-677 és un híbrid natural de Prunus amygdalus x Prunus persica  
seleccionat per l’INRA a l’Estació Grande Ferrade, a Bordeus, França, als anys 50. 
Aquest peu és molt utilitzat sobretot en varietats poc vigoroses i en sòls clorosants. Té 
molt bona afinitat amb varietats de presseguer, nectarina i ametller.  
Per a l’elaboració d’ aquest projecte, s’ha emprat una línia de GF-677 en 
frigoconservació del laboratori d’Agromillora (Figura 5). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Figura 5: Material vegetal de GF-677, a l’esquerra, cultivat en sistema tradicional en medi semi-sòlid i a la dreta, cultivat en 
sistema d’immersió temporal RITA
® 
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3.2 CULTIU IN VITRO EN BIOREACTORS RITA®  
3.2.1 Preparació dels bioreactors per iniciar un cultiu 
 
Abans d’iniciar un cultiu, cal muntar els bioreactors (Figura 6). En primer lloc, es fixa 
cadascun dels filtres d’aire (R10) al tub de silicona (R16), que a la vegada s’uneix als 
orificis de la tapa (R03), i es col·loca la goma de juntura (R13) a l’interior de la tapa 
(R03). A continuació es munta el conjunt format per les cinc peces (R04, R05, R06, 
R14, R15 i R0702).  
S’agafa el tub central (R04), juntament amb la corresponent goma de juntura (R14), i 
es fa passar la rosca de la part inferior pels orificis centrals de les peces (R0702, R15 i 
R05), seguint exactament aquest ordre i s’enrosca a la peca (R06). Arribat aquest 
punt, únicament cal introduir el conjunt de les cinc peces (R04, R05, R06, R14, R15 i 
R0702) a l’interior del recipient (R02) i tapar-lo amb la coberta prèviament preparada 
(R03, R10 i R16). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Finalitzat el muntatge, es procedeix a esterilitzar els bioreactors a l’autoclau a 121ºC 
durant 20 minuts. 
Figura 6: Conjunt d’elements pel muntatge del sistema d’immersió temporal RITA
®
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3.2.2 Preparació del medi de cultiu i emplenat dels bioreactors 
 
En primer lloc, es procedeix a preparar els medis de cultiu adients pel nabiu cv.Bilox i 
pel portaempelt de Prunus GF-677,  
En el CV. Biloxi, el medi de cultiu per a la fase de multiplicació és el mateix que 
l’utilitzat en el cultiu semi-sòlid al laboratori d’Agromillora, basat en la solució nutritiva 
WPM de Lloyd i McCown  (1980). L’única diferència en la composició és que no 
s’afegeix agar en la preparació. 
El medis de cultiu per a la fase de multiplicació en GF-677, és el mateix que l’utilitzat 
en el cultiu semi-sòlid al laboratori d’Agromillora, basat en la solució nutritiva de Quorin 
i Lepoivre (1977). L’única diferència en la composició és que no s’afegeix agar en la 
preparació. 
S’esterilitza a l’autoclau durant 20 minuts a una temperatura de 121 ºC.  
 
Una vegada preparat tot aquest material s’introdueixen 50 mL de medi de cultiu a cada 
bioreactor, procedint tal i com s’indica a la Figura 7. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7: Procedimen per l’emplenat del medi de cultiu en sistema d’immersió temporal RITA
®
: 1. Retirada la part interna 
del bioreactor, 2.  Emplenat amb   medi de cultiu i col·locació novament la la part interna, 3. Tancament del bioreactor 
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Figura 9: Sembra dels propàguls en la fase de multiplicació del material vegetal en el sistema d’immersió temporal: 1. 
Preparació dels propàguls, 2. Sembra, 3. Bioreactor amb el material vegetal al seu interior. 
 
3.2.3 Sembra dels explants/propàguls 
 
Aquesta etapa consisteix en introduir material vegetal dins els Reactors d’Immersió 
Temporal Automàtics (RITA®). A l’iniciar l’experiment, es parteix d’un material vegetal 
que està en fase de multiplicació de brots en medi agaritzat (sistema tradicional), 
obtingut de bocals (pots) procedents de la rutina comercial de l’empresa. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Sota condicions de cambra de flux laminar (Figura 8) es talla el material vegetal per 
generar propàguls inicials de la mida i característiques estàndards per subcultivar en 
fase de multiplicació de brots. 
 
 
 
 
 
 
Figura 8: Preparació dels bioreactors dins de la cambra de flux laminar de l’empresa Agromillora Iberia SL 
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Un cop obtinguts aquests propàguls inicials, es col·loquen sobre la superfície del tamís 
(R0702). Tot seguit es tanca el reactor hermèticament tal i com s’explica en la 
Figurai9.  
Seguidament  és traslladen els bioreactors a la cambra de cultiu, on es connecten al 
sistema d’immersió temporal automàtic (Figurai10) i es fa un reg d’implantació, per 
rehidratar els propàguls. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.2.4 Subcultiu de multiplicació 
 
El procés de micropropagació implica una renovació periòdica del medi de cultiu. En 
aquest cas, cada 2 setmanes s’ha de fer un subcultiu, que consisteix en reomplir el 
mateix recipient amb medi de cultiu nou i emplenat dels bioreactors. 
 
Figura 10: Connexió dels bioreactors RITA
®
 al sistema de bombeig pneumàtic 
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3.2.5 Fase d’allargament 
 
Es tracta d’una fase intermèdia que té la funció de predisposar les plàntules per a 
l’etapa final de la micropropagació, l’aclimatització i l’arrelament. L’allargament resulta 
indispensable, quan després de moltes fases de multiplicació, el material està 
excessivament miniaturitzat.  
Aquesta fase té una durada de 10 a 15 dies a la sala de creixement a una temperatura 
de 20 a 25ºC. La intensitat lluminosa s’ha de disminuir lleugerament respecte a la fase 
de multiplicació. El medi utilitzat és el medi líquid estàndard d’allargament emprat per 
l’empresa Agromillora Iberia S.L. 
 
3.2.6 Fase d’arrelament i d’aclimatització dels microbrots 
 
L’arrelament és la fase final del procés de micropropagació i permet obtenir plantes 
morfològicament completes, capaces de viure autotròficament. Si l’arrelament és induït 
in vitro les plàntules hauran de ser transferides, després d’una primera fase al 
laboratori, als hivernacles d’aclimatació, mentre que si l’arrelament és in vivo, com en 
aquest TFG,  l’aclimatació i l’arrelament es produeixen simultàniament en els mateixos 
hivernacle d’aclimatació (Martínez i Cañameras 1988). 
Els diferent brots tallats de les plantes cultivades en els pots o en els bioreactors, es 
van plantar en paper-pots de 40mm de diàmetre i 50 mm d’altura, emplenats d’un 
substart de torba i perlita (80/20 v:v) i embolcallats amb paper biodegradable. A partir 
d’aquest moment la planta queda individualitzada dins una safata que conté  60 unitats 
de paper (Figura 11).  
Així doncs, els microbrots allargats  hauran de començar a desenvolupar les arrels en 
aquest contenidor, que facilita la manipulació de cada microbrot separadament i 
permet un còmode transplantament un cop la planta ja ha assolit les dimensions 
desitjades. 
 El procediment d’aclimatació i arrelament pot durar fins a 80 dies, depenent del 
germoplasma específic (hi ha materials vegetals que s’aclimatitzen molt ràpidament i 
d’altres molt lentament) i també de condicions ambientals en funció de si ens trobem 
als mesos de clima més favorable, o a l’ hivern, amb baixes temperatures (Battistini et 
al. 2002). 
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3.3 CONDICIONS AMBIENTALS DELS ASSAIGS 
 
La primera part de l’assaig de multiplicació in vitro es va desenvolupar en una cambra 
de cultiu dins el laboratori de micropropagació de l’empresa Agromillora Iberia SL 
dotada d’un sistema de control climàtic. La temperatura oscil·la entre 24-26 ºC, la 
lluminositat s’aconsegueix de forma  artificial mitjançant tubs fluorescents de llum 
blanca a una intensitat de 4000 lux i el fotoperíode és de 16 hores de llum, i 8 hores de 
foscor. L’assaig es va iniciar el dia 11 de febrer de 2013 i va finalitzar el dia 28 de març 
de 2013, incloent el cultiu d’inici i 2 subcultius posteriors. 
Figura 11: Part superior: vista en primer pla de material vegetal de cv. Biloxi 
acabades de plantar en paper-pots de 40 mm de diàmetre i 50 mm d’altura. Part 
inferior: Safates de 60 unitats de paper-pots 
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La segona part del treball, el procés d’aclimatització, es va dur a terme en un túnel 
amb la base de grava volcànica i amb cobertura de plàstic dissenyada per realitzar 
obertures laterals i frontals manualment i de forma independent. A més, el túnel també 
està dotat d’un sistema de reg per aspersió i situat en un hivernacle equipat amb 
ventilació zenital, lateral i sistema cooling. Aquesta estructura permet crear un 
microclima que afavoreix l’arrelament de la planta provinent del laboratori, i el control 
de la humitat relativa i de la temperatura esdevé un punt clau en l’èxit d’aquest procés. 
El procés d’aclimatització es va iniciar el 8 d’abril pel GF-677 i va finalitzar el 30 d’abril. 
El cv. Biloxi s’aclimatitza més lentament i el procés va finalitzar el 25 de juny. Durant la 
primera setmana es van mantenir els laterals del túnel tancats, deixant únicament els 
plàstics frontals parcialment oberts.  
D’aquesta manera, dins el túnel s’aconseguien humitats relatives mitjanes properes al 
60% durant el dia, i superiors al 80% durant la nit. Pel que fa a la temperatura, es va 
procurar mantenir l’interior del túnel al voltant dels 30ºC durant el dia i evitar 
temperatures excessivament baixes a la nit. 
Aproximadament als inicis de la segona setmana, es van començar a obrir els laterals 
del túnel en els moments en que la humitat relativa de l’ hivernacle era superior al 
70%. Mantenint el mateix criteri per a la gestió dels plàstics frontals, es van aconseguir 
temperatures i humitats relatives similars a les obtingudes durant els primers set dies, 
però en ambdós casos els valors eren lleugerament inferiors per la major influència de 
les condicions de l’exterior del túnel. En aquest moment les plantes ja havien 
desenvolupat el call i un alt percentatge ja presentava primordis d’arrel. 
Durant la tercera setmana, la major rusticitat del material vegetal de GF-677 va 
permetre prolongar les obertures fins a aconseguir deixar el túnel completament obert 
els darrers 4 o 5 dies. Les humitats relatives i les temperatures mesurades disminuïen 
progressivament fins a igualar les condicions ambientals exteriors o de l’hivernacle 
d’aclimatització. 
Cal indicar  que el dia 12 després de la plantació del túnel es va aplicar un reg amb 
fertilitzant (NPK 18-18-18) amb una CE relativa de 0,5 dS/m per sobre la CE de l’aigua 
(0,9 dS/m).  
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L’evolució de la humitat relativa i la temperatura a l’interior del túnel durant 
l’aclimatització es mostra a la Figura 12.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Transcorregut aquest temps, el GF-677 estava ben aclimatitzat i les safates es van 
traslladar a l’hivernacle de creixement, mentre que les safates del nabiu cv Biloxi van 
romandre en els tùnels d’aclimatització fins al dia 25 de juny. 
L’ambient de l’hivernacle de creixement on es van ubicar les safates de GF-677 està 
controlat automàticament per un programador que treballa amb paràmetres prefixats 
de temperatura i radiació, captant les mesures d’aquestes variables mitjançant unes 
sondes instal·lades a l’exterior de l’hivernacle. Mitjançant les obertures laterals i 
zenitals es va aconseguir una temperatura mitjana d’uns 26ºC a l’entorn de la planta 
durant el dia i una temperatura mitjana d’uns 12ºC durant la nit. A les hores de major 
incidència de llum i en els moments de temperatures elevades, es va utilitzar la 
pantalla lumínica, també gestionada pel mateix programador. 
A la part final de l’etapa de creixement, les plantes de GF-677 es van transferir a 
l’umbracle i per tant es van exposar a les condicions exteriors pel fet de trobar-se en 
un hivernacle sense plàstic, recobert únicament de malla negra del 40%. 
 
Figura 12: Model de l’evolució de la humitat relativa i la temperatura durant el procés d’aclimatització  
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3.3.1 PLANIFICACIÓ EXPERIMENTAL 
 
ASSAIG IN VITRO 
 
L’assaig in vitro ha consistit en estudiar el comportament durant la fase de multiplicació 
de sis tractaments d’immersió temporal en comparació al sistema tradicional de 
multiplicació en medi semi-sòlid en els dos genotips objecte del present treball final de 
grau. 
El material vegetal inicial procedia per ambdues espècies d’estocs en frigoconservació, 
en bocals amb medi semi-sòlid usuals de l’empresa Agromillora Iberia, SL.  
El tractament control en medi semi-sòlid consistia en multiplicar els propàguls inicials 
en bocals de 400 mL de capacitat amb 125 mL de medi. 
En la posada en cultiu, es van sembrar 20 propàguls inicials per bocal, que consistien 
en una tofa petita proveïda de 2-3 microbrots. Es van posar en cultiu un total de 5 
bocals per cadascun  dels genotips assajats.  
En els tractaments d’immersió temporal, la posada en cultiu va consistir en sembrar 10 
propàguls inicials , de les mateixes característiques que els emprats en el tractament 
control, en el contenidor superior del bioreactor i introduint en el contenidor inferior 50 
mL de medi de cultiu. 
Pels tractaments d’immersió temporal, es van establir sis variants amb l’objectiu de 
determinar els efectes de la freqüència i durada de la immersió i del grau de 
manipulació de la tofa (Taula 5):  
 
Taula 5: Resum de l’assaig experimental. Immersió temporal simple (ITS), Immersió temporal doble (ITD) 
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Per a la freqüència i durada diari de bombeig del medi de cultiu al contenidor 
superiores vam establir 2 nivells: 
 
 
- 30 minuts d’immersió al dia, repartits en 5 minuts cada 4 hores, 
immersió temporal simple (ITS). 
 
 
- 60 minuts d’immersió al dia, repartits en 5 minuts cada 2 hores, 
immersió temporal doble (ITD). 
 
 
 
Per l’efecte de la manipulació de la tofa en iniciar el nou subcultiu (Figura 13), es van 
establir 3 nivells: 
 
 
- Deixar les tofes intactes en el contenidor superior i substituir el 
medi de cultiu sense realitzar cap tipus de manipulació en el 
material vegetal (1) 
 
 
- Obrir els contenidors al final del període de cultiu i ressembrar 10 
propàguls amb la mida aproximada de la meitat de la tofa 
obtinguda, baix grau de manipulació (2). 
 
 
- De forma similar al tractament anterior però ressembrant 10 
propàguls de característiques similars als emprats en el 
tractament control, alt grau de manipulació (3). 
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Figura 13: Esquema explicatiu dels diferents nivells de manipulació del material vegetal. A la part superior: Representació 
comparativa de les dimensions dels propàguls per cada tractament (IT1, IT2 i IT3). A la part central: Vista de la part superior 
del bioreactor amb propàguls de diferents tractaments (IT1, IT2 i IT3). A la part inferior: Vista general on es pot apreciar la 
diferencia de les mides dels propàguls segons el tractament aplicat (2 bioreactors del tractament IT1 (2.1), 2 bioreactors del 
tractament IT2 (2.2) i un bioreactor del tractament IT3 (2.3). Immersió temporal sense manipulació del material vegetal (IT1): 
El material vegetal es deixa intacte des del la iniciació del cultiu. Immersió temporal  amb un baix grau de manipulació del 
material vegetal (IT2): Mida aproximada de la meitat de les tofes obtingudes. Immersió temporal amb un alt grau de 
manipulació del material vegetal (IT3): Propàguls de característiques similars als emprats en el cultiu in vitro en medi semi-
sòlid. 
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El resum de tractaments és el que apareix a la Taula 6. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Taula 6: Relació dels tractaments de l’assaig in vitro. Freqüència i durada d’immersió (FDI), Manipulació del material 
vegetal (MMV), Immersió temporal simple (ITS), Immersió temporal doble (ITD) 
 
 
Pels 7 tractaments s’han estudiat tres cicles de multiplicació: iniciació del cultiu, primer 
subcultiu i segon subcultiu. Cadascun d’aquests dos subcultius ha tingut una durada 
aproximada de 15 dies. 
Per avaluar els efectes de diferents tractaments en la fase de multiplicació del procés 
de micropropagació els treballs científics habituals determinen la taxa de multiplicació, 
comptant el nombre de propàguls que es generen, de com a mínim tres bocals o 
contenidors de cultiu per tractament, en el moment previ al subcultiu.  
Si es vol quantificar el pes fresc  i/o sec d’aquest propàguls es procedeix, després de 
la divisió de les tofes, a una gravimetria inicial (pes fresc) i posteriorment a la seva 
dessecació fins a pes constant (pes sec). Aquest procediment comporta la pèrdua del 
material estudiat i no permet ressembrar a partir d’aquest material, sinó que el 
subcultiu es fa a partir d’altres bocals del mateix disseny experimental.  
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En aquest TFG, en disposar només de 20 bioreactors i en voler assajar dues espècies 
i diferents tractament d’immersió temporal, com a màxim es podia disposar de 3 
bioreactors per tractament d’immersió temporal. Per aquest motiu, no es va calcular la 
taxa de multiplicació habitual sinó que aquesta es va estimar a partir del pes fresc 
inicial mitjà dels propàguls i del pes fresc final mitjà d’una part de les tofes generades 
al final de cada subcultiu i per a cada tractament. D’aquesta forma es va poder 
disposar de suficient material per prosseguir els subcultius posteriors. 
A l’inici de cada subcultiu i per a cadascun dels 7 tractaments s’ha quantificat el pes 
fresc del propàgul mitjà inicial, que es refereix com a pes inicial. Aquestes mesures 
inicials són una estimació de les reals, doncs per evitar contaminacions no s’han 
mesurat els propàguls plantats, sinó propàguls manipulats i crescuts en les mateixes 
condicions. En finalitzar cada subcultiu, es va determinar el pes fresc mitja de la tofa 
resultant dels creixement durant els 15 dies, que es denomina pes final. Les 
determinacions de pes final es nomenclen com moment 1, moment 2 i moment 3. 
A partir dels quocients entre pes fresc final i pes fresc inicial, es van estimar les taxes 
de creixement per a cada moment en els diversos tractaments, a excepció feta dels 
tractaments ITS1 i ITD1, que només es van poder avaluar en el moment 3 atès que no 
es dividien les tofes en subcultivar. 
Els tractaments de manipulació 2 i 3 només es van poder avaluar per primera vegada 
de forma separada en el moment 2, atès que no és fins a l’inici del primer subcultiu 
quan es procedeix a manipular la tofa, i s’introdueixen, per tant,  els 4 tractaments 
(ITS2, ITS3, ITD2, ITD3). L’avaluació en el moment 1, per tant, només diferencia 2 
tractaments (ITS i ITD) (Figura 14). 
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Figura 14: Esquema explicatiu dels tres cicles de multiplicació in vitro . Pes fresc inicial dels propàguls (PFIP), Pes fresc final dels propàguls (PFFP), Tractament en medi amb agar (A), 
Tractament d’immersió temporal simple sense manipulació (ITS1), Tractament d’immersió temporal simple amb un baix grau de manipulació (ITS2), Tractament d’immersió temporal simple 
amb un alt grau de manipulació (ITS3), Tractament d’immersió temporal doble sense manipulació (ITD1), Tractament d’immersió temporal doble amb un baix grau de manipulació (ITD2), 
Tractament d’immersió temporal doble amb un alt grau de manipulació (ITD3) 
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Paràmetres calculats a partir dels determinats a l’avaluació 
 
Per determinar les taxes de creixement, en els moments 1, 2 i 3 s’han calculat els 
següents paràmetres: 
 
                                 
                                   
                  
 
 
Per poder comparar el creixement dels tractaments en els quals les tofes no s’havien 
manipulat en els 3 subcultius (ITS1 i ITD1) amb les que havien sofert algun grau de 
manipulació (ITS2, ITS3, ITD2 i ITD3) s’ha estimat la taxa de creixement total d’aquest 
quatre tractaments com el producte de la taxa de creixement en els moments 1, 2 i 3, i 
aquests valors, s’han comparat amb la taxa de creixement moment 3 dels dos 
tractaments sense manipulació. 
 
                                                   
 
Relació de paràmetres 
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ASSAIG DE CREIXEMENT 
 
L’avaluació del creixement es va efectuar en material vegetal del portaempelt GF-677 i 
del cultivar Biloxi plantat el dia 8 d’abril. El GF-677 es va  aclimatar durant 22 dies en 
l’hivernacle d’arrelament i es va allargar i endurir durant 57 dies en l’hivernacle de 
creixement. Per contra, el Biloxi es va aclimatar durant 79 dies en l’hivernacle 
d’arrelament (Figura 15). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Aquest material vegetal es va propagar amb el sistema de reactors d’immersió 
temporal automàtics (RITA®) i es van prendre com a testimoni plantes produïdes amb 
el mètode sòlid tradicional emprat per l’empresa Agromillora Iberia SL. 
 
Figura 15: Material vegetal en l’hivernacle d’aclimatització 
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L’avaluació de creixement no es va fer per a tots els tractaments (Taula 7) procedents 
d’in vitro per raons de manca de material disponible. Per el cv. Biloxi es van avaluar 2 
tractaments (A i ITS2) i per GF-677, 5 tractaments (A, ITS1, ITS2, ITD1 i ITD2). 
 
 
 
 
 
 
Avaluació 
L’avaluació de creixement per ambdós germoplasmes es va efectuar el dia 26 de juny. 
Les plantes de GF-677 es trobaven en creixement actiu i en la majoria dels casos el 
seu aparell radicular ja havia colonitzat gran part del substrat. En aquest control del 
desenvolupament del material vegetal, per cada un dels  tractaments estudiats en el 
projecte, es van avaluar 10 plantes extretes a l’atzar de les safates de cultiu dels 
tractaments estudiats. 
 
Procediment 
En primer lloc, es va fer un tall al coll de la planta, just per sobre de la superfície del 
substrat, amb la finalitat d’obtenir dues fraccions, la part aèria i el sistema radicular 
separadament (Figura 16 i 17).  
 
 
 
 
 
 
Taula 7: Tractaments estudiats en l’assaig de creixement. Agar (A), Immersió temporal simple sense manipulació 
(ITS1), Immersió temporal simple amb baix grau de manipulació (ITS2), Immersió temporal doble sense manipulació 
(ITD1), Immersió temporal doble amb baix grau de manipulació (ITD2) 
Figura 16: Safates del material vegetal de GF-677 utilitzat per a l’avaluació del creixement 
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Pes fresc de la part aèria en GF-677 i Biloxi 
1 Just després del tall, per evitar la deshidratació del material, es va procedir a 
fer el pes fresc de la part aèria i la mesura del diàmetre de la tija. 
2 Seguidament, es van treure les fulles, mentre es feia el recompte de les 
mateixes. 
3 Es van pesar les fulles (GF-677 balança granatària i Biloxi balança de 
precisió). 
4 Es va pesar la tija (GF-677 balança granatària i Biloxi balança de precisió). 
5 A continuació, es va mesurar la longitud, prenent com a origen el punt de tall i 
com a extrem la gemma apical.  
6 Es van comptar els rebrots, sense quantificar la seva massa. 
7 Tot el material fraccionat (tija i fulles) es va col·locar per fraccions 
separadament en safates d’alumini enumerades, per tal de ser situat a l’estufa 
de dessecació a 80ºC per a poder avaluar el pes sec 48h més tard. 
 
Figura 17: Procediment per l’avaluació del creixement del germoplasma estudiat. Pes fresc arrel (PFR), Pes 
sec arrel (PSR), Pes fresc aeri (PFA), Pes sec aeri (PSA), Pes fresc de tija (PFT), Pes sec de tija (PST), Pes 
fresc de fulles (PFF), Pes sec de fulles (PSF), Pes fresc total (PFTOT), Pes sec total (PSTOT) 
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Pes fresc de l’aparell radicular en GF-677 i Biloxi 
8 El primer pas va ser treure el paper pot. 
9 Tot seguit,  s’havia d’espolsar el pa de substrat per tal de separar les 
partícules del substrat més lliures. 
10 A continuació, agafant l’arrel pel coll de la tija i fent ús d’una pica de rentat 
d’arrels, es va rentar l’arrel fent circular l’aigua de dalt a baix. 
11 També es disposava d’un contenidor ple d’aigua per submergir el sistema 
radicular, i d’aquesta manera poder eliminar les restes de substrat. 
12 Amb unes pinces s’acabava de treure les partícules més adherides a l’arrel. 
13 Finalment, un cop l’arrel ja estava totalment neta, s’eixugava amb un paper de 
cel·lulosa. 
14 Es va determinar el pes fresc de les arrels (GF-677 balança granatària i Biloxi 
balança de precisió). 
15 Es va col·locar el material en safates d’alumini per tal d’assecar el material a 
l’estufa i poder determinar el pes sec al cap de 48h. 
16 Pes sec de part aèria i aparell radicular en GF-677 i Biloxi 
17 Després d’haver passat 48 hores a l’estufa a 80ºC i haver perdut el contingut 
d’aigua, les fraccions de la part aèria i les arrels es van pesar amb una 
balança de precisió per tal d’obtenir el pes sec, i poder completar els càlculs 
dels paràmetres de creixement. 
 
Paràmetres calculats a partir dels determinats a l’avaluació 
A partir de les dades ponderals de les fraccions de la planta s’han calculat els 
següents paràmetres derivats: 
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Relació de paràmetres 
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3.3.2 CALENDARI DE L’ASSAIG EXPERIMENTAL 
 
Al llarg d’aquest assaig experimental dut a terme entre els mesos de Gener i Juny de 
l’any 2013 s’han realitzar una sèrie de tasques que queden recollides en el calendari 
de la Figura 18. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18: Calendari del treball experimental 
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3.4 ANÀLISI ESTADÍSTICA 
 
Per a avaluar les diferències entre els tractaments de l’assaig in vitro i de l’assaig  de 
creixement del portaempelt GF-677 s’ha efectuat una anàlisi de la variància (ANOVA) 
d’un factor per a cadascun dels paràmetres estudiats. La comparació de mitjanes s’ha 
realitzat segons el procediment de Tukey. En  ambdós casos s’ha realitzat amb un 
nivell de significació =0,05.  
Per a avaluar les diferències entre tractaments en l’assaig de creixement del nabiu cv. 
Biloxi, els resultats obtinguts per a cada paràmetre s’han analitzat amb el t test 
d’Student , atès que només incloïa 2 tractaments, amb un nivell de significació =0,05.  
Tot i que l’assaig in vitro establia globalment 7 tractaments (6 d’immersió temporal i un 
testimoni en medi semi-sòlid) i tres moments (inici del cultiu, primer i segon subcultiu), 
només es varen poder comparar els 7 tractaments en considerar el cicle global (veure 
4.2.1.4 i 4.2.2.4) quan es disposava de resultats en tots els tractaments d’immersió 
temporal (6).  
En el moment 1 només hi ha 3 tractaments (A, ITS i ITD) atès que encara no s’havien 
manipulat les tofes (veure 4.2.1.1 i 4.2.2.1) i, per tant, només es podia avaluar l’efecte 
de la immersió temporal (Simple o Doble) en relació al medi d’agar.   
En els moments 2 i 3 ja hi ha 5 tractaments (A, ITS2, ITS3, ITD2 i ITD3), atès que ja 
s’han obtingut resultats de la manipulació mitja (2) i alta (3) de les tofes (veure 4.2.1.2, 
4.2.1.2, 4.2.2.2 i 4.2.2.3).  Per aquests motius, l’ANOVA efectuat ha estat en cada 
moment d’un sol factor, considerant 3 tractaments (moment 1), 5 tractaments 
(moments 2 i 3) i 7 tractaments (cicle global). 
Les anàlisis estadístiques de totes les dades s’han dut a terme mitjançant el software 
lliure R. 
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4 RESULTATS I DISCUSSIÓ 
 
4.1 POSADA A PUNT DELS SISTEMA D’IMMERSIÓ TEMPORAL RITA® 
 
L’assaig in vitro del present treball final de grau es va dur a terme en el laboratori de 
multiplicació de material vegetal in vitro de l’empresa Agromillora Iberia SL, un 
laboratori amb instal·lacions i rutines de treball específicament dissenyades per a 
realitzar la micropropagació en medi semi-sòlid a gran escala.   
Per posar en pràctica la part experimental del projecte, es requerien bioreactors 
d’immersió temporal amb la pertinent instal·lació d’una bomba pneumàtica i un 
programador d’immersions per automatitzar el procés, tal i com es detalla en l’apartat 
1.4.2 Sistema de reactors d’immersió temporal automàtics (RITA®). 
La preparació dels bioreactors, del programador d’immersions i la instal·lació de 
bombeig es van dur a terme sense dificultats, seguint les instruccions de muntatge que 
la empresa distribuïdora Vitropic adjunta en la comanda de bioreactors.  
Cal comentar que el fabricant no dóna cap indicació respecte el reòstat del control del 
flux d’aire en relació a establir el cabal adaptat per aconseguir que el medi de cultiu es 
desplaci totalment als contenidors superiors on està situat el material vegetal. Cal 
deixar constància que per aconseguir-ho, cal fer un ajust manual del reòstat, que és 
funció del nombre de bioreactors connectats a la bomba i, quan aquest es modifica,  
cal reajustar el reòstat. 
Per la realització del projecte es van adaptar els protocols i rutines de treball de 
l’empresa al sistema de bioreactors, que per la simplicitat del seu funcionament, han 
respost correctament durant tot el període experimental al laboratori. De tota manera, 
cal esmentar que el preu d’adquisició és elevat, entorn als 60€ per bioreactor, i segons 
recomanacions del catàleg que els acompanya, només tenen una durada de 10 
esterilitzacions en autoclau. 
Tot i així, no es va poder realitzar cap prova prèvia a l’assaig experimental i per tant, 
aquest treball només ha estat una aproximació al sistema d’immersió temporal ja que 
la majoria de tècniques i paràmetres emprats estan pensats pel cultiu en medi semi-
sòlid. Es pot concloure que es poden fer millores sobretot en la composició del medi de 
cultiu i ajustar temps i freqüències d’immersió. 
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4.2 ASSAIG IN VITRO 
 
4.2.1 Vaccinium corymbosum L. cv. Biloxi 
 
Tal i com s’ha indicat a materials i mètodes, s’han comparat les taxes de creixement in 
vitro dels tractaments en immersió temporal amb els assolits en el tractament control 
de  medi semi-sòlid d’agar. 
L’estudi comparatiu s’ha realitzat en tres moments que corresponen a: inici del cultiu 
(moment 1), primer subcultiu (moment 2) i segon subcultiu (moment 3). 
 
4.2.1.1 MOMENT 1 EN BILOXI 
 
El moment 1 només permet comparar tres tractaments. El tractament control amb agar 
(A) i l’ immersió temporal durant 30 minuts al dia (5 minuts cada 4 hores; Immersió 
Temporal Simple, ITS) i 60 minuts al dia (5 minuts cada 2 hores; Immersió Temporal 
Doble, ITD). En aquest moment no es pot considerar el grau de manipulació de la tofa 
perquè es tracta del cultiu d’iniciació.  
L’anàlisi de la variància en el moment 1 indica que el tractament aplicat no ha afectat 
de forma significativa la taxa de creixement del propàguls i, en valors absoluts, 
s’observa que les taxes són baixes, properes a 1, (Taula  8) , la qual cosa indica que 
els propàguls inicials, en medi líquid, no han crescut (ITD i ITS). I en medi semi-sòlid 
(A), hi ha hagut un molt lleuger increment.  
 
 
 
 
 
 
 
Taula 8: Taxes de creixement de Biloxi durant el moment 1. Agar (A), Immersió temporal simple (ITS) i Immersió 
temporal doble (ITD) 
Les mitjanes seguides per lletres iguals no mostren diferències significatives (ANOVA; Test de TuKey p≤0,05) 
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Els anteriors resultats es podrien atribuir al fet que el material vegetal a partir del qual 
es van obtenir els  propàguls inicials provenia de pots de cultiu frigoconservats en la 
cambra de fred de l’empresa. Quan el material en fase de multiplicació es conserva a 
temperatures baixes, el creixement s’atura i es provoca una desvitalització del 
material.  
Ambdós fets comporten que en reintroduir el material frigoritzat en el cicle de 
producció in vitro, sota condicions tèrmiques i lumíniques que afavoreixin el 
creixement, es produeixi una fase de retard (lag phase) en la recuperació del 
creixement, la durada de la qual és proporcional a la durada i intensitat del tractament 
de frigoconservació.  
 
4.2.1.2 MOMENT 2 EN BILOXI 
 
L’estudi de la taxa de creixement in vitro en el moment 2, es a dir, al final del segon 
subcultiu, ja permet comparar 4 tractaments d’immersió temporal amb el de medi semi-
sòlid, atès que a l’inici del primer subcultiu ja es van poder establir per a cada temps 
d’immersió (ITS i ITD), dues variants del grau de manipulació de la tofa: baixa 
manipulació (2), i alta manipulació (3). 
En aquest moment l’anàlisi de la variància ha mostrat efecte significatiu del tractament 
sobre les taxes de creixement in vitro dels propàguls. La separació de mitjanes 
(Taulai9) indica que la immersió temporal durant 60 minuts amb alta manipulació de la 
tofa (ITD3) comporta una taxa de creixement significativament superior (8,5) a 
l’assolida amb el medi semi-sòlid (A; 3,9) i amb immersió doble i baixa manipulació 
(ITD2; 4,1), tractaments que presenten les taxes menors i que són estadísticament 
homogenis. Els dos tractaments d’immersió temporal simple (ITS2 i ITS3) tenen una 
taxa intermèdia ( 4,7 i 4,1) i que no es pot diferenciar dels dos tractaments extrems. 
 
 
 
 
 
 
Taula 9: Taxes de creixement de Biloxi durant el moment 2. Agar (A). Immersió temporal simple amb un baix grau de 
manipulació (ITS2) i Immersió temporal simple amb un alt grau de manipulació (ITS3), Immersió temporal doble amb un 
baix grau de manipulació (ITD2) i Immersió temporal doble amb un alt grau de manipulació (ITS3) 
 
Les mitjanes seguides per lletres diferents mostren diferències significatives (ANOVA; Test de TuKey p≤0,05) 
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Els valors absoluts indiquen una tendència a millorar la taxa de creixement quan 
s’utilitza immersió temporal front el medi tradicional amb agar i que aquest estímul es 
magnifica quan hi ha manipulació alta de la tofa i immersió temporal durant el doble de 
temps (ITD3).  
Els resultats estadístics també indiquen que el grau de manipulació de la tofa no 
afecten el grau de creixement in vitro quan el temps d’immersió temporal és de 30 
minuts/dia (ITS). 
 
4.2.1.3 MOMENT 3 EN BILOXI 
 
L’anàlisi de la variància en el moment 3 no mostra efecte del tractament sobre la taxa 
de creixement, la qual cosa  indica que no hi ha diferències significatives. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
L’observació dels valors absoluts (Taula 10) mostra una tendència a incrementar la 
taxa en ITD2 (5,8), mentre que ITS3 ( 2,9) mostra una tendència a la disminució. La 
comparació no estadística amb les taxes del moment 2 posa de manifest un 
manteniment de la taxa de creixement assolida amb medi semi-sòlid (de 3,9 a 4), i 
també en ITS2 ( de 4,7 a 4,5), mentre que es produeix una disminució de la taxa en 
ITS3 (de 4,1 a 2,9) i ITD3 ( de 8,5 a 4,7). L’únic tractament en què s’observa una 
tendència a l’increment respecte al moment 2 és el ITD2 ( de 4,1 a 5,8) que, com s’ha 
comentat anteriorment és el tractament on s’assoleix el valor màxim absolut 
(Figurai19). 
 
Taula 10: Taxes de creixement de Biloxi durant el moment 3. Agar (A), Immersió temporal simple amb un baix grau de 
manipulació (ITS2) i Immersió temporal simple amb un alt grau de manipulació (ITS3), Immersió temporal doble amb un 
baix grau de manipulació (ITD2) i Immersió temporal doble amb un alt grau de manipulació (ITS3) 
Les mitjanes seguides per lletres iguals no mostren diferències significatives (ANOVA; Test de TuKey p≤0,05) 
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4.2.1.4 CICLE GLOBAL EN BILOXI 
 
El disseny experimental inicial contemplava tres variants de manipulació de la tofa en 
els tres cicles de multiplicació in vitro. El primer d’ells implicava mantenir la tofa intacta 
(no manipulació, 1) durant els tres cicles. Aquest fet ha comportat que les dues 
combinacions que se’n deriven (ITS1 i ITD1) només s’hagin pogut avaluar al final del 
tercer cicle que, en coincidir amb el final de l’assaig, va permetre obrir els bioreactors 
d’aquests tractaments i procedir a la determinació gravimètrica de la matèria fresca 
formada.  
Per tal de poder comparar el comportament d’aquests dos tractaments amb els 
anteriors, s’han calculat les taxes acumulades durant els 3 cicles de cultiu en els altres 
tractaments, que s’obtenen en multiplicar les 3 taxes (taxa moment 1 x taxa moment 2 
x taxa moment 3), Les taxes de creixement resultants s’han analitzat estadísticament 
de forma conjunta amb les obtingudes al final de l’assaig pels tractaments sense 
manipulació de la tofa (ITS1 i ITD2), avaluació que s’anomena cicle global.   
 
Figura 19: Gràfic de barres que mostra el seguiment de la taxa de creixement del material vegetal de Biloxi durant els 
tres moments objecte d’estudi. Agar (A), Immersió temporal simple amb un baix grau de manipulació (ITS2) i Immersió 
temporal simple amb un alt grau de manipulació (ITS3), Immersió temporal doble amb un baix grau de manipulació (ITD2) 
i Immersió temporal doble amb un alt grau de manipulació (ITS3) 
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L’anàlisi de la variància del cicle global indica que el tractament afecta 
significativament les taxes de creixement. La separació de mitjanes posterior 
(Taulai11) mostra que les taxes de creixement obtingudes en immersió temporal quan 
no es manipulen les tofes són significativament menors (ITS1; 3,2 i ITD1; 4,1) a les 
observades en la resta de tractaments. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Complementàriament, s’observa que la taxa major s’obté amb el tractament ITD3 
(39,7), que és significativament superior a les que es detecten en el medi semi-sòlid A 
(18) i en ITS3 (12), mentre que les taxes de ITS2 (21,1) i ITD2 (23,7) no es poden 
diferenciar entre sí ni tampoc de les dues anteriors. Aquests valors de la taxa global de 
creixement representen de fet el nombre total de propàguls obtinguts en els tres 
subcultius i per estimar la taxa mitjana per subcultiu s’ha de fer l’arrel cubica de la taxa 
global (3 subcultius). En aplicar aquesta correcció les taxes de creixement mitjanes per 
subcultiu oscil·len entre 3,4 pel millor tractament (ITD3) i 1,47 i 1,6 pels tractaments 
d’immersió temporal sense manipulació de la tofa (ITS1 i ITD1), presentant valor 
intermedis per la resta de tractaments (de 2,87 a 2,3).  
Aquests resultats indiquen que, en condicions de immersió temporal, la no manipulació 
de la tofa comporta uns valors de taxes de creixement molt inferiors. Aquest fet es pot 
atribuir a una limitació física del creixement deguda al limitat volum o espai disponible 
en el contenidor superior del bioreactor. 
 
Taula 11: Taxes de creixement de Biloxi en el moment global. Tractament en medi amb agar (A), Tractament 
d’immersió temporal simple sense manipulació (ITS1), Tractament d’immersió temporal simple amb un baix grau de 
manipulació (ITS2), Tractament d’immersió temporal simple amb un alt grau de manipulació (ITS3), Tractament 
d’immersió temporal doble sense manipulació (ITD1), Tractament d’immersió temporal doble amb un baix grau de 
manipulació (ITD2), Tractament d’immersió temporal doble amb un alt grau de manipulació (ITS3) 
 
Les mitjanes seguides per lletres diferents mostren diferències significatives (ANOVA; Test de TuKey p≤0,05) 
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Aquest fet sembla ser el més limitant, tot i que no es pot descartar tampoc un efecte de 
limitació en el subministrament de nutrients, atès que la biomassa vegetal existent en 
el contenidor superior rep la mateixa quantitat de medi de cultiu que els tractaments on 
es manipulen les tofes però que, quan no es manipula, s’ha de repartir entre una major 
biomassa, ja que tota la que s’ha format durant els tres cicles ha estat en el contenidor.  
Quan es comparen la resta de tractaments d’immersió temporal amb el cultiu 
tradicional amb agar, es pot indicar que l’ITD amb alta manipulació de la tofa (ITD3) 
supera clarament el tractament tradicional amb agar (A), però que el presumible 
avantatge de la immersió temporal respecte l’agar no s’observa de forma significativa 
per a la resta de tractaments d’immersió temporal amb algun grau de manipulació de 
la tofa (ITS2, ITS3 i ITD2).  
Tot i no existir diferències significatives, els valors absoluts indiquen que hi ha una 
tendència de millora de la taxa de creixement en relació a l’agar quan es fa immersió 
temporal (simple o doble) combinades amb una baixa manipulació de la tofa.  
Quan es fa immersió temporal simple amb alta manipulació, la taxa global de 
creixement tendeix a ser inferior a la del cultiu en agar tradicional, tot i que sense 
diferències significatives. Aquest comportament aparentment no presumible amb 
immersió temporal ve condicionat per la menor taxa de creixement observada en 
aquest tractament en el moment 3 (2,9).  
La comparació del resultats obtinguts amb els observats en la bibliografia esmentada a 
la introducció no és fàcil atès que les condicions experimentals imposades són 
diferents, tant pel que fa a les variables de metodologia de la micropropagació en 
immersió temporal i en medi amb agar com pel genotip concret de 
Vaccinium.Arencibia et al. (2013) estudiant el mateix cultivar Biloxi, tot i que sota 
condicions experimentals diferents.  
Troben taxes de creixement de 11,8 en immersió temporal i de 6,88 en medi 
semi-sòlid d’agar, mentre que en aquest TFG la taxa de creixement mitjana per 
subcultiu en immersió temporal oscil·la entre 1,47/1,6 quan no es manipula la 
tofa i 3,4 en immersió temporal doble i manipulació alta. En ambdós casos 
s’observa que la immersió temporal augmenta sensiblement la taxa de 
multiplicació/creixement dels propàguls, excepció feta de quan no es manipulen 
les tofes. 
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Debnath (2009) compara la immersió temporal amb el medi semi-sòlid d’agar en tres 
genotips de Vaccinium angustifoilum, observant que les taxes de multiplicació en 
immersió temporal depenen del genotip (de 8,5 a 5,8) però sempre superiors a les 
observades en agar (de 2,9 a 2). Aquest autor troba també que la taxa de multiplicació 
en immersió temporal varia segons el nombre de subcultius, la qual cosa també s’ha 
detectat en el present treball.  
Els resultats obtinguts per Ross i Castillo (2009) amb les varietats O’Neal i Georgia 
Gem de nadiu, són quelcom diferents. En aquest cas es comparen tres sistemes de 
micropropagació (Agar, immersió permanent i immersió temporal amb RITA®) i es 
conclou que no hi ha diferències entre les taxes de creixement en immersió temporal i 
agar (de 5 a 4), mentre que la taxa augmenta significativament en immersió 
permanent, oscil·lant en aquest cas entre 4 i 27 en els 9 tractaments assajats. Els 
nostres resultats indiquen  taxesde creixeemnt en agar i en immersió temporal  
inferiors. 
Les taxes de multiplicació en medi semi-sòlid d’agar en el cultivar Elliot de nadiu 
(Vescan et al. 2012) depenent molt de la composició hormonal del medi, obtenint 
valors que van de 2,5 a 17,9 en el medi menys favorable i en el més adient 
respectivament, essent el de l’agar d’aquest TFG similar al valor inferior d’aquests 
autors. 
4.2.2 GF-677 (Prunus amygdalus x Prunus persica) 
 
En el cas del GF-677 s’ha realitzat el mateix estudi comparatiu en els tres moments 
que corresponen a  inici del cultiu (moment 1), primer subcultiu (moment 2) i segon 
subcultiu ( moment 3). 
Aquest assaig es va dur a terme en paral·lel amb l’estudi del Biloxi i es va seguir el 
mateix programa experimental.    
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4.2.2.1 MOMENT 1 EN GF-677 
 
El material vegetal que es va utilitzar per la sembra dels bioreactors en el moment 1 
reunia unes condicions comunes de mida i manipulació per tots els bocals. En tractar-
se d’un cultiu d’iniciació, el grau de manipulació de la tofa no es pot considerar  i 
únicament permet comparar tres tractaments (A, ITS i ITD). 
Segons indica l’anàlisi de la variància en el moment 1, el tractament aplicat ha afectat 
de forma significativa la taxa de creixement del propàguls. Tot i que en valors absoluts 
s’observa que les taxes de creixement són en general baixes (Taula 12), es pot 
apreciar clarament que el tractament ITD mostra valors superiors a la resta de 
tractaments (A i ITS).  
 
 
 
 
 
L’estudi estadístic mostra que la taxa de creixement del tractament ITD és 
significativament major (2,3) que la dels tractaments A (1,2) i ITS (1,6), que no es 
diferencien entre ells. L’ordre dels valors absoluts de la taxa indiquen una tendència a 
l’increment des d’un valor mínim en el medi tradicional amb agar, a la immersió 
temporal simple fins arribar al màxim amb la immersió temporal doble. 
Encara que la taxa de creixement dels propàguls durant el primer cicle de creixement 
en medi líquid amb 60 minuts d’immersió al dia (ITD) presenta valors que dupliquen la 
taxa de creixement en medi semi-sòlid, es pot considerar que tots els valors que s’han 
obtingut són baixos, la qual cosa indica que l’increment de pes fresc durant aquest 
cicle de cultiu ha estat bastant reduït, possiblement degut al fet que el material vegetal 
a partir del qual es van obtenir els  propàguls inicials provenia de pots de cultiu 
frigoconservats en la càmera de fred de l’empresa, tractament que, com ja s’ha 
comentat en l’apartat relatiu al nabiu cv. Biloxi atura el creixement del material vegetal i 
que posteriorment requereix un període de revitalització i adaptació a les noves 
condicions tèrmiques i lumíniques de la càmera de cultiu. En qualsevol cas l’efecte 
restrictiu del creixement postfrigoconservació en GF677 ha estat clarament inferior al 
detectat pel Biloxi. 
Taula 12: Taxes de creixement  de GF-677 durant el moment 1. Agar (A), Immersió temporal simple (ITS) i Immersió 
temporal doble (ITD) 
Les mitjanes seguides per lletres diferents mostren diferències significatives (ANOVA; Test de TuKey p≤0,05) 
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4.2.2.2 MOMENT 2 EN GF-677 
 
En el moment 2, el material sembrat a l’inici del primer subcultiu, presentava per cada 
temps d’immersió (ITS i ITD) dos tractaments en el grau de manipulació de la tofa: 
baixa manipulació (2), i alta manipulació (3), la qual cosa comporta la comparació de 5 
tractaments.  
En aquest moment l’anàlisi de la variància ha mostrat efecte significatiu del tractament 
sobre les taxes de creixement in vitro dels propàguls. La separació de mitjanes 
(Taulai13) indica que la immersió temporal durant 30 minuts amb baixa manipulació de 
la tofa (ITS2) comporta una taxa de creixement significativament inferior (1,0) a les 
assolides amb els tractaments ITD3 (9,7), que és la més gran, ITS3 (7,0) i agar 
(5,7),sense existir diferencies significatives entre aquests tres tractaments. El 
tractament ITD2 mostra una taxa (4,8) amb valor intermedi al mínim detectat en ITS2 i 
els assolits pels altres tres tractaments, però que és estadísticament homogènia amb 
tots ells.  
 
 
 
 
 
Els valors absoluts suggereixen una tendència a millorar la taxa de creixement quan 
s’utilitza immersió temporal simple o doble amb una manipulació alta del material 
vegetal (ITS3 i ITD3) front el medi tradicional amb agar però quan la manipulació és 
baixa la immersió temporal (simple o doble) tendeix a decrementar la taxa de 
creixement (ITS2 i ITD2), essent aquesta restricció màxima en ITD2. Els resultats del 
tractament ITS2, amb valors de la taxa de creixement (1,0), indiquen que durant el 
segon cicle de creixement els propàguls finals no han augmentat el pes fresc en 
comparació amb els dels propàguls inicials. Aquest comportament és en principi 
anòmal i podria derivar d’algun error experimental produït de forma fortuïta en el 
protocol de reposició de medi de cultiu i/o en el funcionament del sistema de 
flux/reflux, o d’altres causes del procediment de quantificació.  
Taula 13: Taxes de creixement de GF-677 durant el moment 2. Agar (A), Immersió temporal simple amb un baix grau 
de manipulació (ITS2) i Immersió temporal simple amb un alt grau de manipulació (ITS3), Immersió temporal doble amb 
un baix grau de manipulació (ITD2) i Immersió temporal doble amb un alt grau de manipulació (ITS3) 
Les mitjanes seguides per lletres diferents mostren diferències significatives (ANOVA; Test de TuKey p≤0,05) 
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4.2.2.3 MOMENT 3 EN GF-677 
 
L’anàlisi de la variància en el moment 3 indica un efecte significatiu del tractament 
sobre la taxa de creixement. De la separació de mitjanes (Taula 14) se’n dedueix que 
la taxa del tractament ITS3 és significativament superior (10,8) a la detectada en la 
resta de tractaments. Les diferències entre aquests 4 tractaments són petites 
observant-se el valor mínim en ITD3 (2,3), sense diferències significatives amb els 
tractaments A i ITS2 (4,3 en ambdós casos), però que té una taxa significativament 
inferior a la d’ITD2, tractament que és estadísticament homogeni amb A i ITS2. 
 
 
 
 
 
 
 
 ITD2 (6,2), que no es pot diferenciar estadísticament dels tractaments A (4,3) i ITS2 
(4,3), i que a la vegada és significativament superior al tractament ITD3, que és el 
menor (3,0). 
L’anàlisi dels resultats obtinguts amb les quatre variants d’immersió temporal front al 
medi tradicional amb agar no permeten detectar cap efecte clar del temps d’immersió o 
del grau de manipulació de la tofa. Els valors obtinguts, tant des de l’òptica estadística 
com en valor absolut, indiquen que la manipulació alta és molt beneficiosa en immersió 
temporal simple (ITS3), però que tendeix a ser perjudicial quan el temps d’immersió és 
doble (ITD3). Complementàriament, la manipulació baixa tendeix a millorar els 
resultats de l’agar en immersió doble, però no afecta la taxa de creixement en 
immersió simple. 
La comparació no estadística amb les taxes de creixement del moment 2 denota una 
lleugera disminució de la taxa del tractament amb agar i una clara recuperació del 
creixement en ITS2 que, com s’ha comentat anteriorment no havia crescut gens en el 
moment 2. Els tractaments ITS3 i ITD2 mostren un increment clar de la taxa, mentre 
que es produeix una fortíssima davallada en ITD3, que passa del valor màxim en el 
moment 2 al valor mínim en el moment 3 (Figura 20) 
Taula 14: Taxes de creixement de GF-677 durant el moment 3. Agar (A), Immersió temporal simple amb un baix grau 
de manipulació (ITS2) i Immersió temporal simple amb un alt grau de manipulació (ITS3), Immersió temporal doble 
amb un baix grau de manipulació (ITD2) i Immersió temporal doble amb un alt grau de manipulació (ITS3) 
Les mitjanes seguides per lletres diferents mostren diferències significatives (ANOVA; Test de TuKey p≤0,05) 
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Quan s’analitza l’evolució de les taxes en els 3 moments es detecta un increment 
progressiu en el tractament d’immersió simple amb alta manipulació i en el d’immersió 
doble amb baixa manipulació. Aquest resultats preliminars podrien suggerir que la 
immersió simple (que comporta disposar de menor dosi diària de medi de cultiu) és 
més eficaç quan s’incorpora menys biomassa en iniciar el subcultiu, mentre que la 
immersió doble (que incorpora més dosi diària de medi de cultiu) rendeix més si 
s’incorpora més biomassa inicial. Les consideracions anteriors tenen poca validesa 
atès que només s’ha fet el seguiment de tres cicles de cultiu. Caldrà fer un seguiment 
molt més llarg per tal d’esbrinar els efectes reals dels tractaments combinats 
d’immersió temporal i grau de manipulació de les tofes en les taxes de creixement. 
 
4.2.2.4 CICLE GLOBAL EN GF-677 
 
Tal com ja s’ha indicat per al nabiu cv. Biloxi, l’assaig contemplava tres variants de 
manipulació de la tofa en els tres cicles de multiplicació in vitro estudiats. El primer 
d’ells implicava mantenir la tofa intacta (no manipulació; 1) durant els tres cicles i, per 
tant, les dues combinacions que se’n deriven (ITS1 i ITD1) només s’hagin pogut 
avaluar al final del tercer cicle.  
Per comparar les taxes obtingudes en aquest moment final per a aquests dos 
tractaments amb les dels altres 5 tractaments s’han calculat les seves taxes del cicle 
globals tal com s’ha comentat en el nabiu.  
Figura 20: Gràfic de barres que mostra el seguiment de la taxa de creixement del material vegetal de GF-677 durant 
els tres moments objecte d’estudi. Agar (A), Immersió temporal simple amb un baix grau de manipulació (ITS2) i 
Immersió temporal simple amb un alt grau de manipulació (ITS3), Immersió temporal doble amb un baix grau de 
manipulació (ITD2) i Immersió temporal doble amb un alt grau de manipulació (ITS3) 
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L’anàlisi de la variància del cicle global indica que el tractament afecta 
significativament les taxes de creixement. La separació de mitjanes posterior 
(Taulai15) mostra que les taxes de creixement obtingudes en immersió temporal quan 
no es manipules les tofes són significativament menors (ITS1; 6,4 i ITD1; 8,2) a les 
observades en la resta de tractaments. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
De la mateixa manera, s’observa que el tractament ITS3 presenta la major taxa de 
creixement (117,8) durant el global dels tres cicles de cultiu, que és significativament 
superior a tota la resta. Els tractaments ITD2 i ITD3  són significativament superiors  
(68,1 i 66,5) als tractaments ITS1 i ITS2, que són els que presenten les menors taxes 
(6,4 i 6,8) i que no es poden diferenciar entre ells. 
 El tractament en medi semi-sòlid (A) mostra una taxa de creixement intermèdia (28,7), 
que és significativament superior a la dels que exhibien la menor taxa (ITS1 i ITS2), i 
significativament menor a l’observada en ITD2 i ITD3. El tractament d’immersió 
temporal doble sense manipulació (ITD1), mostra una taxa baixa (8,2) que no es pot 
diferenciar de la del tractament amb agar ni tampoc de la dels tractament amb menor 
taxa (ITS1 i ITS2), i al tractament ITD1 (8,2) , que no es pot diferenciar de ITS1 i ITS2, 
ni tampoc del tractament A. 
 
Taula 15: Taxes de creixement en GF-677 en el moment global. Tractament en medi amb agar (A), Tractament d’immersió 
temporal simple sense manipulació (ITS1), Tractament d’immersió temporal simple amb un baix grau de manipulació (ITS2), 
Tractament d’immersió temporal simple amb un alt grau de manipulació (ITS3), Tractament d’immersió temporal doble sense 
manipulació (ITD1), Tractament d’immersió temporal doble amb un baix grau de manipulació (ITD2), Tractament d’immersió 
temporal doble amb un alt grau de manipulació (ITS3) 
Les mitjanes seguides per lletres diferents mostren diferències significatives (ANOVA; Test de TuKey p≤0,05) 
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Tal com s’ha comentat en l’apartat dedicat al cv. Biloxi, els valors de la taxa global de 
creixement representen de fet el nombre total de propàguls obtinguts en els tres 
subcultius i per estimar la taxa mitjana per subcultiu s’ha de fer l’arrel cubica de la taxa 
global (3 subcultius). En aplicar aquesta correcció  les taxes de creixement mitjanes 
per subcultiu oscil·len entre 4,9 pel tractament millor (ITS3) i 1,86, 2,02 i 1.89 pels 
tractaments d’immersió temporal sense manipulació de la tofa (ITS1 i ITD1) i 
d’immersió temporal simple amb baix grau de manipulació de la tofa (ITS2) 
respectivament.  La resta de tractaments presenten valors intermedis (de 4.08 a 3.06). 
Els resultats indiquen que els reactors d’immersió temporal en què no s’ha realitzat 
cap tipus de manipulació del material vegetal inicial durant els tres cicles de 
creixement mostren una baixa taxa de creixement, confirmant el comportament que ja 
s’ha descrit també pel nabiu cv. Biloxi, que com en aquell cas és molt probablement 
atribuïble als condicionaments d’espai disponible que el bioreactor proporciona al 
material vegetal, limitant el volum final de creixement de la planta. Tot i aquest ser el 
factor més limitant, la manca de nutrients pot influir també notòriament en la disminució 
de la taxa de creixement. 
Per tal d’eliminar variables, la quantitat de medi de cultiu que es proporciona a la 
planta durant l’assaig experimental és un factor fix de 50 mL per bioreactor. Per tant, a 
major biomassa per contenidor, menor disponibilitat de nutrients per cada propàgul. 
Quan aquesta disponibilitat és limitant, la taxa de creixement es pot veure afectada. 
Quan es comparen la resta de tractaments d’immersió temporal amb el cultiu 
tradicional amb agar, es pot indicar que els tractaments ITS3, ITD2 i ITD3 són 
clarament superiors al tractament tradicional amb agar (A), mentre que en els 
tractaments ITS1, ITS2 i ITD1, s’observa una tendència de disminució de taxa de 
creixement respecte al mètode tradicional amb medi de cultiu semi-sòlid (A). Els 
resultats indiquen que en els tractaments amb un alt grau de manipulació del material 
vegetal (3) les taxes de creixement són superiors a la resta de tractaments, 
accentuant-se quan la freqüència d’immersió és de 30 minuts/dia (ITS3).  
El comportament global del tractament d’immersió temporal simple amb baix grau de 
manipulació (ITS2) ha mostrat una taxa de creixement tan baixa com la dels 
tractaments sense manipulació però, tal com ja s’ha comentat en l’apartat 
corresponent al moment 2, aquesta taxa global ve altament condicionada perquè en 
aquell moment els propàguls inicials no van créixer gens i aquest fet és més atribuïble 
a un error experimental que no pas als efectes del tractament. 
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Tal com s’ha comentat pel nadiu Biloxi, la comparació del resultats obtinguts en aquest 
TFG amb els observats en  la bibliografia esmentada a la introducció és molt difícil 
atès que no s’ha trobat cap article científic on s’estudiïn els efectes de la immersió 
temporal en el portaemplet GF-677. Per a aquest material genètic només es disposa 
d’algunes referències bibliografiques sobre la micropropagació en medi semi-sòlid 
d’agar i/o en medi líquid, que tot seguit es comentaran.  
Aghage i Yadollahi (2012) estudien l’efecte de la concentració de BAP en la taxa de 
multiplicació de GF-677 cultivat en medi semi-sòlid d’agar, obtenint el valor màxim 
(2,98) amb 1mg/L i el mínim (0,4) en el control sense citoquinina. El valor mitja de la 
taxa de creixement per subcultiu de GF-677 en agar observada en el present TFG és 
lleugerament superior (3,06) a la obtinguda pels anteriors autors, però cal indicar que 
la composició del medi emprat és diferent.  
Per a la micropropagació de presseguer cv. Red June, Mahmood et al. (2008) van 
estudiar el comportament d’un medi semi-sòlid d’agar i d’un medi líquid, observant que 
la taxa de multiplicació en agar (1,7) era inferior a l’ obtinguda en medi líquid (2,8), fet 
que es compleix en la major part dels tractaments d’aquest TFG.  
Hammerschlag et al. (1987) estudiaren la micropropagació de diferents varietats de 
presseguer en medi amb agar, obtenint taxes de multiplicació que oscil·len entre 2,8 i 
5,6 segons cultivar, essent aquests valors superiors, però més semblants als obtinguts 
per nosaltres.  
Els treballs de Damiano et al. (2005a i 2005b) avaluen els efectes de l’immersió 
temporal o permanent i del medi amb agar en la micropropagació de diferents 
espècies de Prunus i Malus, Els resultats obtinguts en preseguer cv. Yumyeong 
indiquen que la taxa de multiplicació mínima (3) s’assoleix amb la immersió 
permanent. Els valors màxims  es detecten amb medi semi-sòlid d’agar (20) i els 
valors de la immersió temporal són inferiors al d’ aquest tractament i venen influenciats 
pel temps d’immersió (8 en 30 minuts/dia i 14 en 60 minuts/dia).  
Aquests resultats contradiuen parcialment els del present TFG on s’ha evidenciat que 
la immersió temporal quan es manipula la tofa comporta major taxa de creixement que 
la obtinguda en agar, excepció feta del tractament ITS2.  
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4.3 ASSAIG EX VITRO D’ACLIMATACIÓ I CREIXEMENT 
 
4.3.1 AVALUACIÓ DEL CREIXEMENT DE BILOXI AL FINAL DE LA FASE 
D’ACLIMATITZACIÓ 
 
4.3.1.1 PARÀMETRES PONDERALS DE BILOXI 
 
El T test de Student, realitzat sobre les dades procedents de l’avaluació de creixement 
de 10 mostres per cada tractament del cultivar Biloxi un cop aclimatades i crescudes 
en hivernacle (Figura 21), indica que gairebé cap dels paràmetres ponderals de pes 
fresc, pes sec i continguts hídrics s’han vist afectats pel tractament previ in vitro. 
Únicament en un dels paràmetres avaluats, el pes fresc d’arrel, s’han detectat 
diferències significatives respecte la biomassa del tractament control. 
No obstant, els valors absoluts dels resultats obtinguts per alguns paràmetres avaluats 
mostren tendències que poden resultar d’interès.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 21: Exemplars de nabiu cv. Biloxi utilitzats en l’avaluació 
del creixement. Immersió temporal (IT), Medi semi-sòlid (A) 
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Pes fresc en Biloxi 
 
Els paràmetres de pes fresc es recullen a la Taula 16. 
 
 
 
 
 
 
 
 
En l’avaluació dels paràmetres de pes fresc, s’observa una tendència d’increment de 
biomassa en el pes fresc de fulla (PFF), pes fresc de tija (PFT), pes fresc aeri (PFA), 
pes fresc radicular (PFR) i pes fresc total (PFTOT) pel que fa al tractament d’immersió 
temporal de 30 minuts/dia amb un baix grau de manipulació del material vegetal 
(ITS2), essent el pes fresc d’arrel (PFR) l’únic paràmetre significativament superior 
(76,4%) en comparació amb el sistema tradicional en medi semi-sòlid (A) (Figura 22).  
El paràmetre que relaciona el pes fresc de la part aèria amb el pes fresc radicular 
(RELPF) és inferior en el sistema d’immersió temporal (-15,3%). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Taula 16: Paràmetres de pes fresc en Biloxi. Pes fresc de fulla (PFF), Pes fresc de tija (PFT), Pes fresc aeri (PFA), 
Pes fresc radicular (PFR), Pes fresc total (PFTOT), Relació entre el pes fresc aeri i el pes fresc radicular (RELPF). 
Medi semi-sòlid (A), Immersió temporal simple amb un baix grau de manipulació del material vegetal de Biloxi (ITS2) 
Figura 22: Comparació de les arrels de Biloxi en medi semi-sòlid (A) i en immersió temporal en medi 
líquid (IT) 
 (Test de Student p≤0,05) 
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Pes sec en Biloxi 
 
Els paràmetres de pes sec es recullen a la Taula 17. 
 
 
 
 
 
 
 
L’anàlisi estadística del pes sec indica que no hi ha diferències significatives en cap 
dels paràmetres avaluats. El paràmetre que mostra una major diferència és el  pes sec 
d’arrel (48,4%) i el RELPF (5,6%), paràmetre que relaciona el pes sec aeri i el pes sec 
radicular, és el que presenta menor diferència respecte el sistema tradicional de cultiu 
in vitro en agar. 
 
4.3.1.2 Continguts hídrics en Biloxi 
 
Els paràmetres de continguts hídrics es recullen a la Taula 18. 
 
 
 
 
 
El contingut hídric del tractament d’immersió temporal ITS2 és superior en tots els 
paràmetres avaluats: contingut hídric de fulla (CHF; 4,1%) i contingut hídric radicular 
(CHR; 11,0%). 
Taula 17: Paràmetres de pes sec en Biloxi. Pes sec de fulla (PSF), Pes sec de tija (PST), Pes sec aeri (PSA), Pes sec 
radicular (PSR), Pes sec total (PSTOT), Relació entre el pes sec aeri i el pes sec radicular (RELPS). Medi semi-sòlid 
(A), Immersió temporal simple amb un baix grau de manipulació del material vegetal de Biloxi (ITS2) 
Taula 18: Paràmetres de continguts hídrics en Biloxi de fulla, tija i arrel (CHF, CHT i CHR). Medi semi-sòlid (A), 
Immersió temporal simple amb un baix grau de manipulació del material vegetal de Biloxi (ITS2) 
 (Test de Student p≤0,05) 
 
 (Test de Student p≤0,05) 
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4.3.1.3 PARÀMETRES MÈTRICS DE BILOXI 
 
Els paràmetres mètrics es recullen a la Taula 19. 
 
 
 
 
 
Els paràmetres mètrics avaluats són el diàmetres de tija (D), el nombre de fulles (NF), 
la longitud de tija (L) i la relació entre la longitud de la tija i el nombre de fulles (LE).  
En els paràmetres nombre de fulles (NF; 24,0%), longitud (L; 19,4%) i diàmetre de tija 
(D; 11.3%), s’observa una tendència a l’increment de la biomassa del material vegetal 
en relació al tractament control (A).  
 
4.3.1.4 ESTUDI DE LA SUPERVIVÈNCIA DE BILOXI EN EL PERÍODE 
D’ACLIMATITZACIÓ  
 
Després d’un període d’aclimatització d’uns 50 dies, es va realitzar un recompte de 
baixes, per estimar de forma no estadística, el percentatge de supervivència per a 
cada tractament. Els resultats d’aquest estudi indiquen que el cultiu  in vitro en medi 
líquid obté un percentatge de supervivència superior front el tractament en medi semi-
sòlid (Taula 20). 
 
 
 
 
 
 (Test de Student p≤0,05) 
 
Taula 19: Paràmetres mètrics en Biloxi. Diàmetre de tija (D), Nombre de fulles (NF) Longitud de tija (L), Longitud dels 
entrenusos (LE) es calcula com a quocient entre la longitud de la tija i el nombre de fulles. Medi semi-sòlid (A), 
Immersió temporal simple amb un baix grau de manipulació del material vegetal de Biloxi (ITS2) 
Taula 20: Percentatge de supervivència de plantes de Biloxi després del període d’arrelament. Medi semi-sòlid (A), 
Immersió temporal simple amb un baix grau de manipulació del material vegetal de Biloxi (ITS2) 
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4.3.1.5 SÍNTESI DE L’AVALUACIÓ DE CREIXEMENT EN BILOXI 
 
Considerant de forma conjunta els resultats de creixement en finalitzar la fase 
d’aclimatització pel nabiu cv. Biloxi, es pot indicar que les plantes que procedien del 
tractament d’immersió temporal, en comparació amb les provinents del medi semi-
sòlid, tenen un major pes fresc d’arrel (76,4%) i menor relació de biomassa de la part 
aèria / biomassa radicular (-15,3%), i que aquest tractament tendeix a produir plantes 
amb un major desenvolupament de totes les fraccions (arrel, tija i fulles), i que alhora 
s’acompanya d’un major diàmetre de tija i un contingut hídric radicular superior, i per 
tant, major activitat radicular. 
Els anteriors atributs permeten establir que el tractament d’immersió temporal, en 
comparació a l’agar, comporta l’obtenció de plantes aclimatades amb major capacitat 
per superar amb èxit les posteriors etapes de creixement en viver fins convertint-se en 
planta comercial. 
 Aquests avantatges de la immersió temporal en la qualitat de les plantes aclimatades 
de Biloxi es veu clarament potenciades pel fet que la seva supervivència en la fase 
d’aclimatació ha estat superior a l’observada en les plantes procedents del medi semi-
sòlid. La combinació d’ambdós efectes indica que les plantes que s’obtenen per 
immersió temporal tenen un percentatge de supervivència més alt (53,3%) i les plantes 
supervivents tenen més capacitat per seguir el seu desenvolupament. 
Arencibia et al. (2013) estudiant el mateix cultivar Biloxi troba també que els microbrots 
procedents d’immersió temporal en RITA® presenten una major supervivència en la 
fase d’aclimatació (97,7%) que els que han estat cultivats en medi semi-sòlid d’agar 
(82,4%). Aquest resultats mostren la mateixa tendència que la observada en el present 
TFG tot i que els valors obtinguts en el nostre cas són mol més baixos. Cal tenir en 
compte que en el treball d’Arencibia et al. es formulaven medis de cultiu in vitro 
fotomixotròpics que milloren sensiblement la capacitat d’aclimatització dels microbrots.  
Isutsa i Pritts (1994) van estudiar l’aclimatació de microbrots de nabiu cv. Berkeley 
cultivat en medi semi-sòlid d’agar obtenint una supervivència també molt més elevada 
(97 al 100%) que la nostra però cal considerar que les cambres d’aclimatació 
disposaven de “fog system” i d’adobat carbònic.  
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Complementàriament, Vescan et al. (2012) en el cultivar Elliot de nabiu van determinar 
una supervivència del 78% en microbrots procedents de cultiu en agar, que també són 
sensiblement superiors als observats en aquest TFG, tot i que no es pot fer una 
comparació directe ja que aquests autors feien l’aclimatització en hidrocultiu. 
Ross i Castillo (2009) van observar que l’arrelament i la supervivència en la fase 
d’aclimatació dels nabius O’Neal i Georgia Gem no depenia del sistema de cultiu in 
vitro emprat (immersió permanent, immersió temporal o agar) sinó que venia totalment 
condicionada per l’aplicació d’àcid indolbutíric (valors d’arrelament de 0 al 80%).  
Debnath (2009) estudiant l’arrelament i l’aclimatització de microbrots de Vaccinium 
angustifolium va observar que no hi havia diferències significatives entre el material 
procedent de cultiu en agar i el d’immersió temporal, obtenint un arrelament entre el 64 
i el 74% i una supervivència del 90 al 99% dels microbrots arrelats.  
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4.3.2 AVALUACIÓ DEL CREIXEMENT DE GF-677 ALS 57 DIES DESPRÉS DE 
L’ACLIMATITZACIÓ 
 
4.3.2.1 PARÀMETRES PONDERALS DE GF-677 
 
L’anàlisi de la variància (ANOVA) realitzat sobre les dades procedents de l’avaluació 
de creixement de 10 mostres per cada tractament del portaempelt GF-677 (Figurai23) 
un cop aclimatades i crescudes en hivernacle no detecta diferències significatives en 
gairebé cap dels paràmetres ponderals de pes fresc, pes sec i continguts hídrics, la 
qual cosa significa que els tractaments estudiats no han incidit de forma notòria en la 
biomassa de les diferents fraccions ni en els índex calculats. No obstant, els valors 
absoluts dels resultats obtinguts per alguns paràmetres mostren tendències que poden 
resultar d’interès analitzar. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 23: Exemplars del portaempelt GF-677 utilitzats en l’avaluació del creixement. Immersió temporal doble amb 
baix grau de manipulació (ITD2), Immersió temporal doble sense manipulació (ITD1), Immersió temporal simple 
sense manipulació (ITS1), Immersió temporal simple amb baix grau de manipulació (ITS2), Medi semi-sòlid (A) 
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Pes fresc en GF-677 
 
Els paràmetres de pes fresc es recullen a la Taula 21. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En valor absolut i en relació al tractament amb agar (A), tots els pesos frescs de fulles 
(PFF) són baixos, amb diferències negatives que oscil·len del 6% en el cas del 
tractament de 30 minuts d’immersió sense dividir (ITS1), al 14,4% pel tractament ITD1, 
amb 60 minuts d’immersió i també sense dividir. 
El pes fresc de tija (PFT) també mostra valors absoluts inferiors en tots els tractaments 
si es pren com a referència el medi sòlid. El tractament de 60 minuts d’immersió amb 
divisió de la tofa (ITD2) presenta la menor diferència (-13,6%), mentre que el 
tractament de 30 minuts d’immersió i també amb divisió mostra la major (-26,1%). 
Pel que fa al pes fresc aeri, els valors absoluts oscil·len entre el -8,9% (ITS1) i el -7,3% 
pel tractament de 30 minuts i sense divisió de la tofa. 
El pes fresc d’arrels mostra un valor absolut major en el tractament ITD2, superant 
amb un 7,6% la biomassa d’arrel del medi agaritzat. El valor inferior es troba en ITS2, 
amb un -20,9% de diferència respecte el tractament de referència. 
Les mitjanes seguides per lletres iguals no mostren diferències significatives (ANOVA; Test de TuKey p≤0,05) 
 
Taula 21: Paràmetres de pes fresc en GF-677. Pes fresc de fulla (PFF), Pes fresc de tija (PFT), Pes fresc aeri (PFA), 
Pes fresc radicular (PFR), Pes fresc total (PFTOT), Relació entre el pes fresc aeri i el pes fresc radicular (RELPF). 
Immersió temporal doble amb baix grau de manipulació (ITD2), Immersió temporal doble sense manipulació (ITD1), 
Immersió temporal simple sense manipulació (ITS1), Immersió temporal simple amb baix grau de manipulació (ITS2), 
Medi semi-sòlid (A) 
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En el pes fresc total (PFTOT) s’observa la mateixa tendència que en PFF, amb valors 
absoluts que varien del -6,8% (ITS1) al -18,0% (ITD1). 
Referent a les relacions entre el pes fresc aeri i el pes fresc d’arrels (RELPF), s’aprecia 
que els tractaments ITS1 i ITS2 presenten una relació superior (1,7 i 9,3 % 
respectivament), mentre que ITD1 i ITD2 la presenten inferior (-5,5 i -15,9 % 
respectivament), possibilitant un major desenvolupament radicular per unitat de 
biomassa aèria (Figura 24). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 24: Comparativa de les arrels pels diferents tractaments en GF-677. Immersió temporal doble amb baix grau 
de manipulació (ITD2), Immersió temporal doble sense manipulació (ITD1), Immersió temporal doble amb baix grau 
de manipulació (ITD2), Immersió temporal doble sense manipulació (ITD1), Immersió temporal simple sense 
manipulació (ITS1), Immersió temporal simple amb baix grau de manipulació (ITS2), Medi semi-sòlid (A) 
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Pes sec en GF-677 
 
Els paràmetres de pes sec es recullen a la Taula 22. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
El pes sec de fulles (PSF) del tractament ITD2 és un 2,9% superior en valor absolut 
respecte la referència del medi sòlid, però la resta dels resultats obtinguts presenten 
valors inferiors amb la màxima diferència, del -27%, en el tractament ITS1. 
El pes sec de tija (PST) mostra valors absoluts inferiors en tots els tractaments si es 
pren com a referència el medi sòlid, essent el tractament ITS2 el que presenta major 
diferència (-26,49%) i el tractament ITD2 el que mostra menor diferència (-13,1%). 
El pes sec aeri (PSA) dels quatre tractaments mostren valors absoluts inferiors al 
tractament que conté agar, amb diferències que oscil·len del -3,2% per ITD2 al -15,9% 
per ITS2. 
En aquest cas, el pes sec d’arrels (PSR) més elevat correspon al tractament ITS1, 
superant amb un 17,2% el valor absolut de biomassa radicular seca de referència. En 
canvi, el pes d’arrels més baix s’associa a ITS2 amb un -19,0% menys. 
Les mitjanes seguides per lletres diferents mostren diferències significatives (ANOVA; Test de TuKey p≤0,05) 
 
Taula 22: Paràmetres de pes sec en GF-677. Pes sec de fulla (PSF), Pes sec de tija (PST), Pes sec aeri (PSA), Pes 
sec radicular (PSR), Pes sec total (PSTOT), Relació entre el pes sec aeri i el pes sec radicular (RELPS). Immersió 
temporal doble amb baix grau de manipulació (ITD2), Immersió temporal doble sense manipulació (ITD1), Immersió 
temporal simple sense manipulació (ITS1), Immersió temporal simple amb baix grau de manipulació (ITS2), Medi 
semi-sòlid (A) 
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El pes sec total (PSTOT) segueix la mateixa tendència que s’observa en el PFTOT, 
variant del -6,8% al -18,0%. 
Pel que fa a la relació entre el pes sec aeri i el subterrani (RELPS), el tractament ITS2 
potencia el creixement aeri amb valors superiors als del medi sòlid (10,1%), mentre 
que ITS1, ITD1 i ITD2 propicien un major desenvolupament de l’arrel, amb diferències 
del -6,3%, -3,6% i -0,7% respectivament. 
 
Continguts hídrics en GF-677 
 
Els paràmetres de continguts hídrics es recullen a la Taula 23. 
 
 
 
 
 
 
 
Els valors absoluts dels continguts hídrics de fulles (CHF) són inferiors pels quatre 
tractaments, amb la diferència mínima del -1,4% (ITS2) i la màxima de -4,9% (ITD2). 
Pel que fa al contingut hídric de tija (CHT), s’observa que les diferències en valor 
absolut són molt poc rellevants, presentant tots els tractaments resultats propers al 
64%. 
En el cas del contingut hídric d’arrels (CHR), s’aprecia que els tractaments ITS2, ITD1 i 
ITD2 superen el valor de referència del medi agaritzat (1,1%, 0,7% i 3,9% 
respectivament), pressuposant una presència més elevada d’arrel nova i una major 
activitat. El tractament ITD2 és el que mostra el valor més elevat i el ITS1 el més baix 
(-4,9% de diferència). 
 
Les mitjanes seguides per lletres diferents mostren diferències significatives (ANOVA; Test de TuKey p≤0,05) 
 
Taula 23: Paràmetres de continguts hídrics en GF-677 de fulla, tija i arrel (CHF, CHT i CHR). Immersió temporal 
doble amb baix grau de manipulació (ITD2), Immersió temporal doble sense manipulació (ITD1), Immersió temporal 
simple sense manipulació (ITS1), Immersió temporal simple amb baix grau de manipulació (ITS2), Medi semi-sòlid 
(A) 
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4.3.2.2 PARÀMETRES MÈTRICS DEL GF-677 
 
Els paràmetres mètrics es recullen a la Taula 24. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En el cas dels paràmetres mètrics únicament s’han detectat diferències significatives 
per la longitud (L). Per la resta de paràmetres s’avaluarà la tendència segons les 
diferències observades en els valors absoluts dels resultats del diferents tractaments. 
Pel que fa a la longitud, el resultat obtingut en el tractament de referència amb medi 
sòlid es diferencia significativament del valor del tractament ITS2, que és el més baix. 
Els tres restants no mostres diferències significatives entre cap tractament. 
El major diàmetre (D) correspon a ITD2, superant amb un 0,5% el resultat del medi 
amb agar, mentre que la resta són inferiors, amb una diferència mínima del -8,3% en 
el tractament ITS1. D’altra banda, el nombre de fulles (NF) és menor en tots els casos, 
i les diferències entre els valors absoluts oscil·len del -5,6% (ITD1) al -16,17 (ITD2). 
Finalment i també en valor absolut, la longitud d’entrenús és major en ITS1 i ITD1, 
amb diferències del 12,9% i 0,1% respectivament, i inferior en ITS2 i ITD1, amb 
variacions del -6,7% i el -5,0%.  
 
 
Les mitjanes seguides per lletres diferents mostren diferències significatives (ANOVA; Test de TuKey p≤0,05) 
 
Taula 24: Paràmetres mètrics en GF-677. Diàmetre de tija (D), Nombre de fulles (NF) Longitud de tija (L), Longitud dels 
entrenusos (LE) es calcula com a quocient entre la longitud de la tija i el nombre de fulles. Immersió temporal doble 
amb baix grau de manipulació (ITD2), Immersió temporal doble sense manipulació (ITD1), Immersió temporal simple 
sense manipulació (ITS1), Immersió temporal simple amb baix grau de manipulació (ITS2), Medi semi-sòlid (A) 
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4.3.2.3 ESTUDI DE LA SUPERVIVÈNCIA DEL MATERIAL VEGETAL GF-677 
 
Després del període d’aclimatització d’uns 20 dies de duració i 52 dies en l’hivernacle 
de creixement, es va realitzar un estudi per calcular el percentatge de supervivència de 
planta adulta de GF-677 durant el temps transcorregut. El resultats obtinguts mostren 
un percentatge de supervivència dels 5 tractaments (Taula 25). El valor màxim s’obté 
en ITD2 (96%), seguit del tractament control (A, 90%) mentre que l’ITD1 té una 
supervivència menor (80%) i propera a la observada en ITS2. La menor supervivència 
es detecta en l’immersió temporal simple sense manipulació (ITS1, 56%). 
Els anteriors resultats només són una primera aproximació i de baixa fiabilitat pel fet 
que procedeixen d’una població inicial petita (menor de 34) i desigual (37-17 
exemplars) al tractament d’immersió temporal i, probablement més real pel que fa al 
tractament control, que contenia 60 plantes inicials. 
En qualsevol cas, aquests resultats preliminars suggereixen que els tractaments 
d’immersió temporal tendeixen a igualar o fins i tot superar la supervivència del 
tractament en medi semi-sòlid. El comportament de l’ITS1 (56%) és molt pitjor que el 
control (90%) 
 
 
 
 
 
 
4.3.2.4 SÍNTESI DE L’AVALUACIÓ DE CREIXEMENT EN GF-677 
 
En el cas del portaempelt GF-677, l’avaluació del creixement de les plantes procedents 
d’in vitro no es va poder fer al final de la fase d’aclimatització, tal i con s’ha fet amb el 
cultivar nabiu Biloxi, sinó que s’ha realitzat als 60 dies després de l’aclimatització, i 
s’ha observat, en general, un elevat percentatge de supervivència que oscil·la entre 
75,6% (ITS2) i 95,7% (ITD2), assolint el tractament control (A) en medi semi-sòlid un 
90%, mentre que el tractament ITS1 dona una supervivència molt menor (55.9%).  
Taula 25: Percentatge de supervivència de plantes de GF-677 després del període d’arrelament. Immersió temporal 
doble amb baix grau de manipulació (ITD2), Immersió temporal doble sense manipulació (ITD1), Immersió temporal 
simple sense manipulació (ITS1), Immersió temporal simple amb baix grau de manipulació (ITS2), Medi semi-sòlid (A) 
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La tendència de la supervivència del material vegetal de GF-677 en medi líquid millora 
considerablement en temps d’immersió doble (ITD) front el temps d’immersió simple 
(ITS). De la mateixa manera, s’observa una tendència a la millora del percentatge de 
supervivència quan el material vegetal es sotmet a manipulació (2) en comparació al 
tractament sense manipulació (1).  
El  retard en l’avaluació de creixement no permet establir les característiques de les 
plantes aclimatades, sinó que els resultats s’han d’interpretar tenint en compte que el 
material vegetal ha estat sotmès al règim de fertilització i reg normal de l’hivernacle de 
producció de l’empresa, que té com a objectiu promoure un creixement i enduriment 
de la part aèria i del sistema radicular que possibiliti la major viabilitat per superar amb 
èxit el posterior empelt de la varietat sobre el peu de GF-677. 
Els resultats de creixement indiquen que les plantes procedents dels tractaments 
d’immersió temporal són força similars a les derivades del cultiu en medi semi-sòlid. 
No obstant, s’observa que les plantes procedents d’immersió temporal tendeixen a 
presentar un creixement total inferior, reducció que, en general, es similar en la part 
aèria i en la part radicular, tot i que els tractaments d’immersió temporal doble (ITD1 i 
ITD2) tendeixen a disminuir la relació biomassa aèria / biomassa radicular. Aquest 
benefici proporcional del repartiment de biomassa cap a l’arrel es considera un factor 
de qualitat en el portaempelt de GF-677 per tal de superar amb èxit l’operació d’empelt 
(Torrents, 2013). 
Aquesta major aptitud dels tractaments d’immersió temporal doble (ITD) també esta 
associada a uns percentatges de supervivència elevats ITD2 (96%) i ITD1 (80%) i 
similars als obtinguts amb l’agar (90%). 
Altrament, aquests tractaments tendeixen a presentar un contingut hídric radicular 
lleugerament superior al control, que pot indicar una tendència a major activitat 
fisiològica de l’aparell radicular. 
No s’ha trobat cap article referent a l’aclimatació de GF-677 procedent de cultiu in vitro. 
Alguns treballs estudien l’efecte de les auxines en l’arrelament de microbrots en 
condicions de in vitro (Aghaye i Yadollahi, 2012; Dimassi-Theriou i Economou, 1993; i 
Dimassi-Theriou, 1995) o de l’efecte de l’infecció in vitro amb Agrobacterium 
rhizogenes sobre l’arrelament in vitro (Damiano i Monticelli, 1998)  però en cap d’ells 
es presenten resultats de la posterior aclimatització. 
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 El treball de Hammerschlag et al. (1987) amb diferents cultivars de Prunus persica 
indica que l’arrelament in vitro es depenent del tractament auxínic i del cultivar i que la 
quasi totalitat dels microbrots arrelats (>95%) s’aclimaten perfectament. Els valors 
d’aclimatació d’aquest TFG són també alts per a la major part dels tractaments (>75%) 
i els valors màxims (95% a ITD2 i 90% a A) s’apropen als obtinguts per Hammerschlag 
et al. (1987). 
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5 CONCLUSIONS 
 
A. Posada a punt 
Per tal de realitzar aquest assaig s’han adaptat els protocols i rutines de treball de 
l’empresa al funcionament del sistema de Reactors d’Immersió Temporal Automàtics 
(RITA®). La preparació dels bioreactors, del programador d’immersions i la instal·lació 
de bombeig s’han dut a terme sense dificultats. Com a inconvenients cal considerar 
que el fabricant no dóna cap indicació respecte el reòstat (que s’ha d’ajustar 
manualment) i que el preu d’adquisició del sistema és elevat. 
 
B. Vaccinium corymbosum L. cv. Biloxi 
 
 Multiplicació del nabiu cv. Biloxi 
 
1. Durant un cicle global de tres subcultius de multiplicació, el sistema 
d’immersió temporal amb 60 minuts d’immersió al dia repartits en cinc 
minuts cada dues hores i amb un alt grau de manipulació (ITD3) millora la 
taxa de creixement respecte el protocol estàndard de medi semi-sòlid. 
Aquest tractament suposa un avantatge per l’augment del rendiment, 
encara que, no hi hagi reducció de la manipulació en les operacions de 
repicat. 
 
2. Els tractaments d’immersió temporal simple i doble amb baix grau de 
manipulació de la tofa (ITS2 i ITD2) mostren taxes de creixement iguals 
entre sí i lleugerament superiors a la del protocol estàndard. En aquest cas, 
l’avantatge vindria donat per la reducció de la manipulació, encara que no hi 
hagi millora sensible en el rendiment. 
 
3. El tractament d’immersió temporal simple amb alt grau de manipulació 
(ITS3) no és recomanable atès que tot i mostrar una taxa de creixement 
estadísticament similar a la del control, manté els requeriments de 
manipulació. 
 
4. La no manipulació de la tofa durant els tres subcultius en immersió temporal 
redueix fortament la taxa de multiplicació (ITS1 i ITD1). Tot i disminuir molt 
la manipulació, aquests tractaments es consideren inadequats per la baixa 
multiplicació  obtinguda. 
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 Aclimatització del nabiu cv. Biloxi 
 
5. La supervivència a l’aclimatització ha resultat baixa, però s’observa que el 
tractament d’immersió temporal assajat, tractament d’immersió temporal 
simple amb baix grau de manipulació del material vegetal (53%) promou 
major supervivència que la obtinguda en les plantes procedents del medi 
semi-sòlid (37%). 
 
6. Les plantes aclimatitizades mostren increments de pes fresc d’arrel, de 
contingut hídric i de diàmetre de tija, i una menor relació de 
biomassaiaèriai/ibiomassa radicular en relació a les plantes procedents del 
tractament control en medi semi-sòlid, fets que suposen una millora en la 
qualitat dels plançons. 
 
C. GF-677 (Prunus amygdalus x Prunus persica) 
 
 Multiplicació del GF-677 
 
1. Durant un cicle global de tres subcultius de multiplicació, s’ha observat que 
el tractament d’immersió temporal simple amb 30 minuts d’immersió al dia 
repartits en cinc minuts cada quatre hores i amb un alt grau de manipulació 
(ITS3) promou una gran millora de la taxa de creixement respecte el 
protocol estàndard de medi semi-sòlid. Aquest tractament suposa un 
avantatge per l’augment del rendiment, encara que, en aquest cas, no hi 
hagi reducció de la manipulació en les operacions de repicat. 
 
2. També s’ha observat notable millora de la taxa de creixement en els 
tractaments d’immersió temporal doble amb baix grau de manipulació de la 
tofa (ITD2) i alt grau de manipulació de la tofa (ITD3).  La resposta d’ITD2 
és d’interès  pel fet que redueix els requeriments de manipulació de la tofa 
respecte al protocol estàndard en medi semi-sòlid.  
 
3. La no manipulació de la tofa durant els tres subcultius en immersió temporal 
redueix moltíssim la taxa de multiplicació (ITS1 i ITD1). Tot i que aquests 
tractaments disminueixen molt la manipulació, no es consideren adequats 
per la baixa multiplicació obtinguda. 
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4. Els resultats obtinguts en el tractament d’immersió temporal simple amb 
baix grau de manipulació (ITS2) es consideren anòmals degut a un error 
experimental.  
 
 Aclimatització i creixement del GF-677 
 
5. Al cap de 57 dies de creixement en hivernacle, la supervivència de les 
plantes procedents d’immersió temporal només ha superat la del control 
(90%) en el tractament d’immersió temporal doble amb baix grau de 
manipulació del material vegetal (ITD2, 96%). La supervivència dels altres 
quatre tractaments d’immersió temporal ha estat inferior amb un mínim en 
el tractament d’immersió temporal simple sense manipulació (ITS1, 56%) i 
màxim en el tractament d’immersió temporal doble sense manipulació 
(ITD1, 80%). Aquests resultats indiquen que la immersió temporal tendeix a 
reduir la supervivència respecte el control. No obstant, cal assenyalar que 
s’ha treballat amb un nombre baix de repeticions. 
 
6. El creixement de les plantes procedents d’immersió temporal que han 
sobreviscut és molt similar a l’observat en les que deriven del cultiu en medi 
semi-sòlid. No obstant, les procedents d’immersió temporal tendeixen a 
mostrar una reducció del creixement total, i en el cas dels tractaments 
d’immersió temporal doble sense manipulació  (ITD1) i amb baix grau de 
manipulació (ITD2) mostren una relació biomassa aèriai/ biomassa radicular 
menor, que indica major qualitat del plançó per tal de superar amb èxit 
l’operació d’empelt. 
 
D. Consideracions finals 
 
S’han trobat tractaments d’immersió temporal que milloren el rendiment o 
disminueixen els requeriments de manipulació de la tofa respecte el 
procediment estàndard. Aquest protocol, susceptibles de millorar ajustant 
altres variables com la composició del medi de cultiu, la duració dels 
subcultius, etc. (que no s’han pogut estudiar en aquest treball), és una base 
per a futures experimentacions.  
 
Els resultats són molt preliminars i serà necessari un estudi amb més 
profunditat.
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